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gence du lecteur est donc sollicitée pour les répétitions et redites inhérentes à cette forme
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Introduction générale
Les polymères se sont progressivement imposés dans la plupart des domainesde l’activité humaine tels que le bâtiment, le transport, les équipements élec-triques et électroniques, l’emballage, l’ameublement, etc... Plus récemment et
grâce à l’essor des nanotechnologies, les polymères trouvent aussi des applications dans
le domaine biomédical, notamment en ce qui concerne le développement de systèmes
de délivrance de principes actifs. En effet, certaines maladies telles que le cancer né-
cessitent des traitements lourds, avec des effets secondaires néfastes pour le reste de
l’organisme. Par ailleurs, la solubilité limitée de principes actifs hydrophobes en milieu
aqueux peuvent limiter leur utilisation. Face à ces problématiques, le développement de
systèmes de vectorisation, permettant l’encapsulation d’un principe actif et son achemi-
nement vers les tissus malades constitue une voie extrêmement prometteuse. Outre sa
capacité d’encapsulation du principe actif, un vecteur se doit de circuler le plus long-
temps possible dans l’organisme afin d’atteindre les tissus malades. Cette capacité est
définie par le terme de furtivité, permettant ainsi au vecteur d’échapper au système im-
munitaire et à son élimination par l’organisme. Ainsi, les vecteurs particulaires à base de
polymères reposent sur la formation de nano-objets (micelles, vésicules...) issus de l’auto-
assemblage de copolymères amphiphiles dont la partie hydrophobe sert à l’encapsulation
du principe actif ; la partie hydrophile assure quant à elle d’une part la stabilisation des
nano-objets en milieu aqueux et d’autre part la furtivité du vecteur.
Les poly(3-hydroxyalcanoate)s, ou PHAs, sont des polyesters aliphatiques produits
par des bactéries après fermentation de matières premières naturelles et accumulés sous
forme d’inclusions intracytoplasmiques. En fonction de la souche bactérienne et de la
nature du substrat utilisé lors de la fermentation, des polyesters de différentes composi-
tions peuvent être obtenus. Cette différence de composition réside dans la longueur de
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leurs chaînes latérales ; les PHAs sont généralement classés en deux sous-groupes : les
PHA-scl (short chain length), à courtes chaînes latérales, et les PHA-mcl (medium chain
length), à moyennes chaînes latérales. La composition des PHAs est directement reliée
à leurs propriétés physico-chimiques, les PHA-scl étant cristallins, rigides et cassants
alors que les PHA-mcl, peu cristallins, présentent un caractère élastomère. Dans tous les
cas, le processus de synthèse par voie enzymatique génère des carbones asymétriques de
configuration (R) et explique l’isotacticité de ces polymères.
Outre leur origine biologique, la biodégradabilité et la biocompatibilité de ces po-
lymères les rendent particulièrement attrayants. Au-delà des possibilités d’applications
industrielles en tant que matériaux biodégradables, les PHAs sont des polymères spé-
cialement prometteurs pour des applications dans le domaine biomédical. Différentes
études ont montré qu’ils pouvaient être utilisés dans la fabrication d’implants, de vais-
seaux sanguins artificiels ou de fils de suture. Par ailleurs, il a également été montré
que le poly(3-hydroxybutyrate) (PHB) permettait l’encapsulation de principes actifs ;
cependant, leur vitesse de libération s’est avérée trop rapide (effet « burst ») en raison
de la grande cristallinité du PHB.
Dans ce contexte, l’utilisation de PHA-mcl apparaît plus adaptée à cette application ;
en effet, ils sont beaucoup moins cristallins que les PHA-scl et leur grande hydrophobie
devrait faciliter l’encapsulation d’une quantité importante de principe actif. L’objectif de
cette thèse est donc d’une part la synthèse de copolymères amphiphiles à base de PHAs,
et d’autre part l’étude de leur auto-association en milieu aqueux pour la mise au point
de nouveaux agents de vectorisation. Des oligomères de poly(éthylène glycol), reconnus
pour leur effet furtif vis-à-vis du système immunitaire, seront utilisés comme partenaires
hydrophiles. Enfin, la diversité chimique des PHA-mcl permettra la synthèse et l’étude
physico-chimique de copolymères amphiphiles de type diblocs ainsi que greffés. L’étude
de leurs propriétés d’auto-assemblage permettra d’établir des relations de structure-
propriétés entre l’architecture moléculaire et la morphologie des agrégats obtenus.
Le premier chapitre de cette thèse est consacré à une revue bibliographique présentant
un état de l’art concernant la biosynthèse des PHAs, leurs propriétés physico-chimiques
et les modifications chimiques permettant d’adapter leurs propriétés à diverses utilisa-
tions. Puis la synthèse de copolymères à base de PHAs ainsi que quelques exemples
d’applications dans le domaine biomédical sont présentés.
Dans le deuxième chapitre, nous nous sommes attachés à mettre au point une méthode
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permettant la synthèse de copolymères amphiphiles greffés à base de PHA-mcl et d’oli-
gomères de poly(éthylène glycol) (PEG) grâce à la cycloaddition de Huisgen catalysée
par le cuivre (I) (CuAAC) (chimie « click »).
La mise au point de cette méthode nous permettra, dans le troisième chapitre, de
synthétiser une série de copolymères amphiphiles d’architecture dibloc avec un partenaire
hydrophile de masse molaire fixe et un partenaire hydrophobe de masse molaire variable
à base de PHA-scl et de PHA-mcl.
Dans le quatrième chapitre, une étude physico-chimique de l’auto-assemblage en milieu
aqueux d’une série de copolymères amphiphiles diblocs à base de PHA-mcl est présentée.
Dans le cinquième chapitre nous nous sommes tout d’abord attachés à optimiser la
synthèse de copolymères amphiphiles greffés grâce à l’utilisation d’une autre réaction de
chimie « click », l’addition thiol-ène. Afin d’établir un lien entre l’architecture molécu-
laire et la structure des agrégats en milieu aqueux, les propriétés d’auto-association des
copolymères greffés sont ensuite étudiées.
Enfin, le sixième chapitre présente la synthèse de copolymères amphiphiles greffés por-
teurs de chaînes perfluorées. L’introduction de ce partenaire, lipophobe et hydrophobe,
permettra l’élaboration de structures complexes multicompartimentées. Finalement, la
cytotoxicité de ces structures sera évaluée.
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Chapitre 1
Revue bibliographique sur les
poly(3-hydroxyalcanoate)s bactériens
1.1 Introduction
Le premier poly(3-hydroxyalcanoate) (PHA) découvert fut le poly(3-hydroxybutyrate)
(PHB), isolé par Lemoigne en 1927 chez la bactérie Bacillus megaterium.[1] Originale-
ment identifié comme une « substance grasse », il fallut attendre 1953, largement après
l’introduction du concept de macromolécule dans les années 30 par Staudinger,[2] pour
que la nature macromoléculaire des inclusions soit confirmée.[3] Outre la bactérie Ba-
cillus megaterium, le PHB a également été mis en évidence dans un nombre impor-
tant de microorganismes comme par exemple les archées, les bactéries Gram-négatif et
Gram-positif et les cyanobactéries...[4] En 1974, Wallen et Rohwedder[5] ont identifié
de nouveaux PHAs différents du PHB, qui sont des copolymères contenant des unités
3-hydroxyvalérate (3-HV) et 3-hydroxyhexanoate (3-HHx). Par la suite, l’analyse de dif-
férents composés a permis d’isoler d’autres types de PHAs ; plus de 100 unités monomères
différentes ont été recensées.[6] La découverte de ces nouveaux polyesters, possédant des
propriétés originales, a permis d’élargir leur champ d’applications et a eu un impact
considérable sur l’intérêt économique et sur la recherche portés à ces polymères.
A partir des années 80, le développement de la recherche sur les PHAs a concerné
le clonage et la caractérisation des gènes impliqués dans le processus de biosynthèse de
ces composés. Les gènes codant pour les enzymes responsables de la synthèse de ces
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polymères ont été identifiés et clonés dans des bactéries modèles comme Escherichia
coli.[7] Il a ainsi été possible de faire produire des PHAs par des organismes génétique-
ment modifiés par exemple pour augmenter la productivité, pour mieux comprendre les
mécanismes de biosynthèse ou pour étudier la synthèse de structures non usuelles.[8]
Avec l’émergence des biotechnologies, les modifications chimiques de PHAs se sont révé-
lées être un puissant outil afin d’adapter les propriétés des PHAs à l’application visée.
En effet, l’utilisation de la chimie permet de contrôler les fonctionnalités introduites ou
d’élaborer des d’architectures plus complexes inaccessibles par bioconversion.
Cette étude bibliographique vise tout d’abord à passer brièvement en revue les méca-
nismes de biosynthèse et les propriétés des différents PHAs, puis à présenter les réactions
de modifications chimiques ainsi que les différents copolymères existants à base de PHAs.
Enfin, nous présenterons quelques utilisations potentielles de ces biopolyesters dans le
domaine biomédical, en particulier la libération contrôlée de molécules bioactives et
l’ingénierie tissulaire.
1.2 Production bactérienne des PHAs
1.2.1 Présentation des PHAs
Les PHAs sont des polyesters naturels, produits par des bactéries, possédant des
chaînes latérales R de longueur variable et dont la nature dépend du substrat car-
boné et de la souche bactérienne. Ces polymères possèdent un carbone asymétrique
sur leur chaîne principale de configuration (R) ; ce sont donc des polymères isotactiques.
Cette isotacticité qui leur confère un caractère cristallin est due à la stéréospécificité
des enzymes responsables de leur biosynthèse ; elle explique par ailleurs le caractère
biodégradable de ces polymères, les enzymes dégradant les PHAs étant elles aussi sté-
réospécifiques.
Selon la longueur de la chaîne latérale, deux types de PHAs peuvent être différenciés :
les PHAs à chaînes latérales courtes et moyennes (Figure 1.1).
– Les PHAs à chaînes latérales courtes ou PHA-scl (short chain length) possèdent 1
à 2 atomes de carbone dans leur chaîne latérale (R = CH3 ou C2H5).
– Les PHAs à chaînes latérales moyennes ou PHA-mcl (medium chain length) pos-
sèdent au moins 3 atomes de carbone sur leur chaîne latérale (R = C3H5 ou plus).
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Figure 1.1: Formule générale des poly(3-hydroxyalcanoates).
1.2.2 Conditions de culture
Lorsqu’elles sont dans un milieu favorable, les bactéries utilisent les nutriments à
leur disposition pour synthétiser les constituants nécessaires à leur métabolisme, leur
croissance et leur multiplication. Si un nutriment vient à manquer, ou se trouve en
quantité limitée, certaines bactéries détournent leur métabolisme au profit de la synthèse
de PHAs, ceux-ci leur servant de réserves intracellulaires d’énergie et de carbone. La
production de ces polymères a notamment été observée en cas de pénurie en magnésium,
sulfate, azote, phosphate et/ou oxygène.[9, 10]
1.2.3 Nature des inclusions
Les PHAs se présentent in vivo sous la forme de granules intracytoplasmiques de 0,2
à 1 mm de diamètre (Figure 1.2).
Leur nature chimique est parfaitement adaptée à leur rôle de réserve d’énergie. En effet,
leur caractère hydrophobe leur confère une insolubilité dans l’eau, et par conséquent ils
ne modifient pas la pression osmotique ni le pH au sein de la bactérie. Les granules
sont composés d’un coeur de PHA hydrophobe amorphe, et entourés par une membrane
constituée de phospholipides mais aussi de protéines structurantes appelées phasine et
de protéines de régulation (Figure 1.3). Les phasines sont des protéines non catalytiques,
amphiphiles, servant à la formation et à la stabilisation de l’inclusion. Les protéines de
régulation servent à contrôler la synthèse des granules de PHA.[11]
Barnard et al. ont montré par spectroscopie RMN 13C que le PHB était amorphe
dans les granules intracytoplasmiques.[12, 13] Cette étude a permis de comprendre no-
tamment les différences de dégradabilité entre le polymère in vivo et après les étapes
d’extraction qui entraînent sa cristallisation. Cependant la question se pose à propos
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Figure 1.2: Inclusions de PHB chez Azobacter chroococcum en microscopie électronique
à transmission.
Figure 1.3: Représentation schématique d’un granule de PHA.[11]
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des raisons qui empêchent la cristallisation du polymère in vivo. Dekoning et al. ont
montré que l’état amorphe du polymère pouvait s’expliquer simplement par la cinétique
de cristallisation.[14] Cette conservation du caractère amorphe dans les granules est im-
portante pour les bactéries car les PHA-dépolymérases agissent préférentiellement sur le
polymère amorphe.
1.2.4 Procédés d’extraction des PHAs
Des études ont montré que le chloroforme est un bon solvant des PHAs. La solvatation
s’expliquerait d’une part par l’interaction polaire entre le chlore et l’atome de carbone
du carbonyle du PHA, et d’autre part par la formation d’une liaison hydrogène entre
l’oxygène du carbonyle et l’hydrogène déficitaire en électron.[15, 16] Cette structure
forme alors un cycle à cinq atomes qui la stabilise.
Les PHAs peuvent donc être extraits de cellules bactériennes lyophilisées par le chloro-
forme ou le dichlorométhane. Par cette technique, les lipides sont également co-extraits ;
pour les éliminer, le polymère est purifié par précipitations successives dans un non
solvant adéquat (méthanol ou éthanol). Une méthode récente permet de diminuer sen-
siblement les quantités de solvant utilisées pour extraire les PHA-mcl.[17, 18] Après
extraction du PHA-mcl de la biomasse par du methyl tert-butyl éther (MTBE), la solu-
tion est filtrée plusieurs fois sur du charbon activé avant d’être précipitée une fois dans
du méthanol (ou éthanol). Cette méthode a donc le mérite de ne pas utiliser de solvants
chlorés, et de diminuer la quantité globale de solvants utilisés (Figure 1.4).
L’utilisation de l’hypochlorite de sodium constitue une alternative à l’utilisation de
solvants organiques. En effet, l’emploi d’une solution aqueuse à 30% d’hypochlorite de
sodium pendant 30 à 60 minutes permet la destruction de la membrane bactérienne et
donc la libération des granules de polyester.[19, 20] Il est cependant nécessaire de ne pas
excéder 60 minutes de traitement afin d’éviter une dégradation des chaînes du polyester.
Les granules de polymère ainsi obtenus sont précipités dans du méthanol ou de l’éthanol
afin d’éliminer les lipides membranaires.
Enfin, un traitement enzymatique détruisant tous les composés cellulaires excepté le
PHB constitue une autre méthode d’extraction du polymère.[21] Le procédé implique un
traitement aux ultrasons des cellules traitées au lysozyme pour permettre la libération
des granules de PHB. Les granules sont ensuite séparés des débris cellulaires par centri-
9
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Figure 1.4: Procédé de purification et d’isolation de PHA-mcl à partir de bactéries lyo-
philisées.[17]
10
1.2 Production bactérienne des PHAs
Figure 1.5: Organisation des gènes codant pour les enzymes des deux classes principales.
phaC/C1/C2 : gènes codant la PHA synthase. phaA : gène codant la ß-
cétothiolase. phaB : gène codant l’acétoacétyl-CoA réductase. phaZ : gène
codant la PHA dépolymérase.[31]
fugation à faible vitesse. Un processus similaire a été employé avec succès pour extraire
des PHA-mcl.[22, 23]
1.2.5 Biosynthèse des PHAs
Les PHA synthases, enzymes responsables de la biosynthèse des PHAs, montrent
une affinité pour une large gamme de substrats. Par exemple, des substrats complexes
comme la mélasse de la canne à sucre, des huiles végétales, des alcanes ou même de
simples carbohydrates ont été utilisés avec succès comme substrats pour la biosynthèse
de PHAs.[24–30] Les voies métaboliques intervenant dans la synthèse de PHAs peuvent
être regroupées en deux classes principales. La première est représentée par Ralstonia
eutropha et regroupe les microorganismes synthétisant principalement des PHA-scl. Les
Pseudomonas sont caractéristiques de la deuxième classe et synthétisent principalement
les PHA-mcl. Ces deux familles d’organismes capables de synthétiser des PHAs possèdent
chacune des enzymes spécifiques impliquées dans la synthèse des PHAs dont les gènes
codant ont été identifiés (Figure 1.5). Les gènes phaC, phaC1 et phaC2 codent pour
des PHA-synthases et phaZ pour la PHA-dépolymérase. Dans le cas des bactéries de la
classe I, les gènes codant pour la ß-cétothiolase (phaA) et l’acétoacétyl-CoA réductase
(phaB), deux enzymes impliquées dans la biosynthèse des PHA-scl, ont été identifiés.
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Figure 1.6: Biosynthèse du PHB chez Ralstonia eutropha : (1) ß-cétothiolase, (2)
acétoacétyl-CoA réductase, (3) PHB polymérase.
1.2.5.1 Les PHA-scl
La biosynthèse des PHA-scl fait intervenir trois enzymes à partir de l’acétyl-CoenzymeA
(acétyl-CoA) (Figure 1.6) [32]. Celui-ci est un intermédiaire clé du métabolisme primaire,
produit à la fois lors de l’oxydation des acides gras et des sucres.
– La première réaction est catalysée par la b-cétothiolase qui par condensation de
Claisen lie deux molécules d’acétyl-CoA entre elles pour former l’acétoacétyl-CoA.
Ralstonia eutropha possède deux b-cétothiolases (A et B) capables de jouer un
rôle dans la synthèse du PHB. La différence entre ces deux enzymes concerne leur
spécificité de substrat. L’enzyme A catalyse la synthèse de l’acétoacétyl-CoA et
est impliquée dans la biosynthèse du PHB. L’enzyme B possède une gamme de
substrat plus étendue, et est plutôt impliquée dans le catabolisme des acides gras
et peut fournir les unités 3-HV lors de la synthèse du poly(3-hydroxybutyrate-co-
hydroxyvalerate) (PHBHV).
– Dans un deuxième temps, la réductase, NADPH dépendante, réduit le carbonyle en
alcool pour donner le (R)-3-hydroxyacyl-CoA.
– La PHB polymérase, la dernière enzyme, catalyse les étapes successives de conden-
sation des résidus 3-hydroxyacyl-CoA pour aboutir à la synthèse du PHB. Cette
enzyme est stéréospécifique et ne reconnaît que les (R)-3-hydroxyacyl-CoA.
Le PHB peut être accumulé à partir de différents substrats comme les esters buty-
riques, le glucose, le dioxyde de carbone, le méthanol ou l’éthanol.
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1.2.5.2 Les PHA-mcl
Le métabolisme de synthèse des PHA-mcl est totalement différent de celui des PHA-
scl. En effet, il ne constitue pas une voie métabolique mais plutôt une déviation des
voies métaboliques impliquant les acides gras. Selon le substrat présent dans le milieu
de culture, le métabolisme anabolique ou catabolique des acides gras est activé et la bio-
synthèse des PHA-mcl utilise les intermédiaires métaboliques de ces deux voies. Celles-ci
sont :
– La dégradation des acides gras par ß-oxydation, qui est la voie principale quand les
acides gras sont utilisés comme substrats.
– La biosynthèse de novo des acides gras qui est la voie principale lors de la croissance
bactérienne sur des sucres.[33]
Le métabolisme de synthèse à partir d’acides gras est directement associé au métabo-
lisme catabolique des acides gras (ß-oxydation) (cercle bleu, Figure 1.7). [34, 35] Plu-
sieurs intermédiaires sont utilisés pour la synthèse des PHAs (cercle vert, Figure 1.7)
via l’utilisation d’hydratases, d’épimérases ou de réductases.
Lorsque l’acide gras (source de carbone) comporte 6 à 12 atomes de carbone, les PHAs
formés comportent, dans la plupart des cas, des unités de répétition avec un nombre
d’atomes de carbone égal à celui de la source de carbone ou avec deux atomes de carbone
en moins. Par exemple, la culture de Pseudomonas sp. GPo1 en présence d’octanoate de
sodium[36] comme seule source de carbone conduit à la synthèse d’un copolymère sta-
tistique,[37] le poly(3-hydroxyoctanoate-co-3-hydroxyhexanoate) (PHOHHx), possédant
comme unité majoritaire le 3-hydroxyoctanoate.[38]
L’utilisation de mélanges d’acides gras, d’alcanes et d’alcènes comme source de carbone
se traduit par la formation de PHAs dont la composition est le plus souvent le reflet du
ratio de chacun des composants du milieu de culture.[39] Il est à noter que l’utilisation
de n-alcanes ou de n-alcènes comme substrat n’est possible que si la bactérie possède le
plasmide OCT qui contient les gènes permettant l’oxydation des alcanes ou des alcènes
en acides carboxyliques.[40]
Si la bactérie est cultivée sur un mélange d’octane et d’octène, le ratio de mono-
mères présentant une insaturation est fonction de la quantité initiale d’octène. De plus,
l’introduction dans le milieu de culture de différents alcanoates substitués en tant que
co-substrats (7-méthyloctanoate, 8-bromooctanoate, phénylundécènoate, cyanophénoxy-
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Figure 1.7: Détails des voies métaboliques de biosynthèse des PHA-mcl (CoA = Coen-
zymeA, ACP = Acyl Carrier Protein) ; (1) Hydratases, (2) Epimérases, (3)
Réductases, (4) Transacylases (adapté de la référence [35]).
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hexanoate) permet de synthétiser des polymères originaux du point de vue de leur
composition.[41–44] Cette facilité à incorporer directement des monomères exotiques
explique en partie la diversité des copolymères de PHAs générés par les bactéries.
Lorsque la source de carbone est composée de sucres, principalement le glucose, le
PHA accumulé dans les bactéries est majoritairement composé de monomères constitués
de 8 à 10 atomes de carbone.[45–47] Ces monomères dérivent de la biosynthèse de novo
des acides gras (cercle rouge, Figure 1.7). Les différentes étapes de la biosynthèse des
acides gras se déroulent grâce à un complexe multi-enzymatique de grande taille, l’ACP
(Acyl-Carrier-Protein). A l’issue de cette suite de réactions, un dérivé (R)-3-hydroxyacyl-
CoA quitte le site actif de l’ACP via une enzyme transacylase. Ce composé est ensuite
polymérisé grâce à une PHA synthase (cercle vert, Figure 1.7). La composition du PHA
accumulé reflète la composition chimique des intermédiaires métaboliques de la biosyn-
thèse des acides gras ainsi que l’affinité de la PHA synthase pour ces différents substrats.
De nombreuses espèces de Pseudomonas utilisent les deux voies métaboliques, c’est
le cas de Pseudomonas putida pour laquelle le cycle de la ß-oxydation et la synthèse de
novo des acides gras contribuent à la formation des substrats de la PHA synthase.[46,
48]
Les voies de synthèse présentées ici ne sont pas les seules voies existantes. De nom-
breux travaux ont été réalisés pour élucider les voies de synthèse chez d’autres bactéries
sauvages ou recombinantes.[35, 49]
1.3 Propriétés des PHAs
Les PHAs peuvent être obtenus à partir de ressources renouvelables (carbohydrates,
acides gras...). Ils sont aussi biodégradables, biocompatibles et les nombreuses composi-
tions possibles donnent accès à une large gamme de propriétés physico-chimiques. Toutes
ces propriétés font des PHAs des polymères très prometteurs pour de futures applications
dans le domaine environnemental ou biomédical.
1.3.1 Biodégradabilité
La biodégradabilité des PHAs repose sur le fait qu’une importante quantité de mi-
croorganismes sont capables de les dégrader totalement en dioxyde de carbone et en
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eau. En effet, le processus de polymérisation est réversible ; sous l’action d’une PHA
dépolymérase, les bactéries sont capables de dégrader le polymère afin de récupérer les
métabolites et l’énergie nécessaires à leur survie lorsque les conditions de cultures de-
viennent défavorables. Le procédé de biodégradation peut être divisé en deux catégories,
la biodégradation intracellulaire et la biodégradation extracellulaire.
1.3.1.1 Dégradation intracellulaire
En fonction des besoins cellulaires et afin de pouvoir gérer la quantité de PHAs accu-
mulés, la bactérie a la capacité d’hydrolyser le polymère préalablement synthétisé grâce
à la PHA dépolymérase.[50] La Figure 1.8 représente la dégradation intracellulaire du
PHB par la PHB dépolymérase ; cette enzyme intra-cytoplasmique est située à la surface
des granules de PHAs.
Le cycle de dégradation combiné au cycle de synthèse du PHB représente le métabo-
lisme complet du PHB. Lors de la dégradation, le PHB est dépolymérisé par la PHB
dépolymérase en présence d’une hydrolase pour donner l’acide (R)-b-hydroxybutyrique.
Cet acide est oxydé par la déshydrogénase pour conduire à l’acide acétoacétique qui est
ensuite thioestérifié en acétocacétyl-CoA par la b-cétothiolase. Celle-ci est la seule en-
zyme à être utilisée à la fois dans la biosynthèse et la dégradation des PHAs. Elle sert de
système de régulation pour les deux voies métaboliques. En présence d’oxygène, l’acétyl-
CoA issu de la dégradation des PHAs peut rentrer dans le cycle de l’acide citrique pour
être oxydé en deux molécules de dioxyde de carbone.
1.3.1.2 Dégradation extracellulaire
Certains organismes sécrètent dans l’environnement des PHAs dépolymérases et hy-
drolases capables de dégrader les PHAs en nutriments assimilables par de nombreux
microorganismes. Une des propriétés très particulières des PHAs est leur biodégrada-
bilité dans différents environnements aérobies ou anaérobies.[52] En milieu naturel, des
microorganismes tels que des bactéries ou des champignons sont capables de sécréter
des enzymes extracellulaires de dégradation des PHAs leur permettant d’hydrolyser le
PHA en oligomères ou monomères solubles dans l’eau ; ceux-ci jouent alors le rôle de
nutriments et sont transformés en molécules de base telles que le dioxyde de carbone,
l’eau ou le méthane. Un exemple de biodégradation in vitro de film de PHB est donné en
16
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Figure 1.8: Dégradation intracellulaire du PHB.[51]
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Figure 1.9. Après 72h d’incubation en présence de Streptomyces MG à 50°C, le film est
lavé et observé par SEM. La surface présente des trous et cavités, attribués à l’action de
Streptomyces MG. Le film de PHB est alors complètement dégradé en 6 jours à 50°C.[53]
La biodégradabilité des PHAs en milieu naturel a été étudiée et il a été montré que
cette propriété repose sur de nombreux facteurs. Des facteurs environnementaux comme
le type de milieu : sols,[54, 55] eau douce,[56, 57] eau de mer,[58, 59] la température, le
pH, le taux d’humidité, la quantité de nutriments mais aussi des facteurs relatifs aux
PHAs comme leur composition monomère, leur cristallinité, la présence d’additifs et
également le type de surface du matériau.[53, 60] Il a été déterminé que la vitesse de
biodégradation diminuait lorsque la cristallinité du polymère augmentait. Par exemple,
Weng et al. ont étudié la biodégradation de différents PHA-scl par un procédé accéléré de
compost aérobie. Les vitesses de dégradation se classent comme suit : P3HB4HB (poly(3-
hydroxybutyrate-co-4-hydroxybutyrate)) > PHBHV (20% 3-HV) > PHBHV (3% 3-HV)
> PHB[61] quels que soient les différents environnements de biodégradation. Il est à noter
que la biodégradation se fait par érosion de la surface vers le coeur ; la forme et la surface
du matériau sont donc deux paramètres importants. Les masses molaires des polymères
évoluent peu au cours de la dégradation, on a donc une dépolymérisation des chaînes
des PHAs par les enzymes et non des coupures statistiques.
Les PHA dépolymérases extracellulaires sont divisées en deux groupes, PHA-scl dépo-
lymérases et PHA-mcl dépolymérases suivant leurs substrats spécifiques. Jusqu’à mainte-
nant, plus de 80 PHA dépolymérases ont été isolées et caractérisées à partir de nombreux
microorganismes mais la plupart de ces enzymes sont des PHA-scl dépolymérases. Même
si plusieurs bactéries sont capables de décomposer des PHA-mcl,[62] seul un nombre res-
treint de PHA-mcl dépolymérases ont été isolées.[63–65] Kim et al. ont listé les espèces
connues dégradant les PHA-mcl et ont conclu que les principaux microorganismes pré-
sents dans le sol capables de dégrader les PHA-mcl appartiennent au genre Pseudomonas
ou Stenotrophomonas.[66]
1.3.2 Biocompatibilité
La biocompatibilité peut être définie comme la capacité d’un biomatériau à induire
une réponse appropriée de l’hôte dans une application spécifique.[67] Il existe un cer-
tain nombre de travaux relatifs à la biocompatibilité des PHAs et notamment celle du
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Figure 1.9: Images par microscopie électronique à balayage de films de PHB. (a) Film
de PHB, (b) Film de PHB en présence de Streptomyces MG à 50°C, (c) Film
de PHB lavé après 72h d’incubation. Barre d’échelle = 10 mm.[53]
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Figure 1.10: Dynamique de la synthèse de protéines matricielles par des fibroblastes
NIH 3T3 cultivés sur : (1) verre (contrôle), (2) PHB, (3) PHBHV 15 mol%
HV, (4) PHBHV 28 mol% HV.[71]
PHB. La biocompatibilité du PHB est en parfaite adéquation avec le fait que l’unité mo-
nomère, l’acide 3-(R)-hydroxybutyrique, mais également des oligomères de PHB soient
présents dans le plasma humain à des concentrations comprises entre 0,3 et 1,3 mM pour
le monomère et 0,6 et 18,2 mg.L-1 pour les oligomères.[68–70] Des tests de cytotoxicité in
vitro sur des films de PHB et de PHBHV ont été menés sur des cellules fibroblastes NIH
3T3.[71] Ceux-ci ont montré que quel que soit le support (PHB et PHBHV), la viabilité
cellulaire des fibroblastes n’était pas affectée (99,8±0.2% de cellules viables). Il en est
de même pour la capacité de synthèse protéique des cellules, reflétant leur viabilité, qui
n’a pas montré de différences avec le contrôle après trois jours de culture (Figure 1.10).
Par ailleurs, les PHA-mcl tels que le poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyhexanoate)
(PHBHHx) ont montré leur non-toxicité pour l’attachement, la prolifération et la diffé-
renciation de cellules aortiques de lapin.[72]
Les tests de biocompatibilité in vivo consistent à implanter les polymères, le plus sou-
vent sous la peau. A l’interface du biomatériau et des tissus environnants, de nombreuses
réactions biologiques peuvent provoquer des réactions non désirées (inflammatoires, mu-
tagènes, carcinogènes) dès les premières minutes de contact. Elles peuvent durer plu-
sieurs jours, plusieurs mois ou même plusieurs années, ce qui entraîne alors de graves
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Figure 1.11: Réponse tissulaire à l’alkaline phosphatase par la méthode de Gomori après
implant de PHB : (a) une semaine après l’implant et (b) quatre semaines
après l’implant. L’image montre une diminution de l’inflammation et de
l’épaisseur du tissus fibreux (barre d’échelle : 0,01 mm).[77]
dommages cellulaires.[73–75] L’infiltration des tissus environnants par les macrophages,
les fibroblastes, et la formation d’une capsule fibreuse vascularisée autour de l’implant
sont caractéristiques de la réponse tissulaire.[76] L’endommagement que pourrait provo-
quer l’implant sur les tissus voisins reflète donc la biocompatibilité d’un matériau.
Le PHB et ses copolymères PHBHV sont bien tolérés par les tissus quand ils sont
implantés sous la peau de souris puisqu’aucune formation d’abcès ou de nécrose des
tissus environnants n’est observée.[77, 78] Il est à noter qu’après une semaine in vivo,
une réaction inflammatoire apparaît avec la formation d’une capsule fibreuse de 200
mm; cependant, l’inflammation diminue et l’épaisseur de la capsule décroit à 40-60 mm
après 4 semaines d’implantation (Figure 1.11). Finalement, aucune inflammation supu-
rative, nécrose, calcification ou formation de tumeur maligne n’est observée après un an
d’implantation.
Concernant les PHA-mcl, une étude a été menée sur différents types d’implants de
PHOHHx (microsphères, tubes, pastilles...). Les différents types d’échantillons ont été
implantés puis retirés après 2, 4, 8, 12 et 40 semaines. La biocompatibilité des implants
a été évaluée en détermimant le degré d’apparition de tissus fibreux ainsi que de cel-
lules inflammatoires. Après 2 semaines, les analyses histologiques ont montré que les
tubes et pastilles présentaient une capsule fibreuse de faible épaisseur (4 à 6 cellules
de fibroblastes entourées de collagène). Aucune trace de macrophage n’a été détectée.
Après 4 et 8 semaines, aucune inflammation n’a été observée. A 12 semaines, aucune
augmentation de l’épaisseur des tissus fibreux n’a été reportée. Enfin, aucune inflamma-
tion ou augmentation de la quantité de tissus fibreux n’a été observée après 40 semaines
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Composition (%mol) Tg (°C) Tf (°C) Cristallinité (%)3-HB 3-HV 3-HHx
100 — — 10 177 60
97 3 — 8 170 59
91 9 — 6 162 58
86 14 — 4 150 57
80 20 — -1 145 56
75 25 — -6 137 54
98,5 — 2,5 -4 177 42
90 — 10 -1 127 nda
80 — 20 4 52 18
and : non déterminé
Table 1.1: Propriétés thermiques des PHA-scl.[19, 51]
d’implantation.
Plus généralement, certains auteurs mettent en avant l’influence du degré de pureté
des PHAs sur les réactions inflammatoires observées. En effet, si la purification est insuf-
fisante, il peut rester des débris cellulaires, des endotoxines et/ou des acides gras qui sont
responsables d’une inflammation et de la formation d’une couche fibreuse épaisse autour
de l’implant.[79, 80] Malgré cela, il est important de souligner que la plupart des PHAs
provoquent des réactions inflammatoires d’intensité plus faible que celles généralement
observées avec d’autres polyesters comme le poly(acide lactique) (PLA) ou le poly(acide
lactique-co-glycolique) (PLGA).[81]
1.3.3 Propriétés physico-chimiques
1.3.3.1 Les PHA-scl
Les PHA-scl sont des polymères très cristallins dont les propriétés thermiques varient
avec la présence d’unités monomères de différentes natures. Introduire des monomères
3-HV dans du PHB permet de diminuer la Tg et la Tf mais a peu d’incidence sur le taux
de cristallinité, ces deux monomères pouvant co-cristalliser. Mais l’introduction d’unités
portant des chaînes latérales plus longues comme le 3-HHx entraîne une perturbation de
la cristallisation et diminue ainsi le taux de cristallinité. Une liste de ces propriétés est
donnée dans le tableau 1.1.
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Composition (%) Module d’Young Contrainte à Elongation à
3-HB 3-HV 3-HHx (GPa) la rupture (MPa) la rupture (%)
100 — — 3,5 40 4
97 3 — 2,9 38 5
91 9 — 1,9 37 8
86 14 — 1,5 35 12
80 20 — 1,2 32 50
75 25 — 0,7 30 —
98,5 — 2,5 0,6 43 6
90 — 10 0,2 21 400
80 — 20 0,1 20 850
Table 1.2: Propriétés mécaniques des PHA-scl.[83]
Les propriétés mécaniques du PHB telles que le module d’Young (3,5 GPa) et la
contrainte à la rupture (40 MPa) sont proches de celles du polypropylène (1,7 GPa
et 38 MPa). En revanche, son allongement à la rupture (4%) est très inférieur à celui
du polypropylène (400%). C’est donc un matériau plus rigide et plus cassant que le
polypropylène.[39, 82] L’introduction d’unités monomères telles que le 3-HV ou 3-HHx
modifie grandement ces propriétés. Un récapitulatif est donné dans le tableau 1.2.
1.3.3.2 Les PHA-mcl
Les PHA-mcl sont des thermoplastiques élastomères possédant une faible cristallinité
(20 à 40%) due à la présence de chaînes pendantes de différentes tailles perturbant la
cristallisation des chaînes polyester.[84] Les polymères sont donc constitués d’une partie
amorphe et d’une partie cristalline jouant le rôle de point de réticulation physique.[85] Ils
présentent des Tg comprises entre -25 et -62°C et des Tf comprises entre 42 et 65°C.[83]
Ces caractéristiques impliquent que les propriétés mécaniques des PHA-mcl sont très
différentes de celles des PHA-scl. Une des premières études a été menée sur un copo-
lymère principalement constitué d’unités 3-HO ; [86] le module d’Young a été mesuré à
17 MPa et l’élongation à la rupture à 250-350%. D’autre études sur des copolymères de
PHO ont montré que l’augmentation de la proportion de co-monomère augmentait signi-
ficativement leur flexibilité (élongation à la rupture) et diminuait leur rigidité (module
d’Young).[85–89] Ces propriétés sont regroupées dans le tableau 1.3.
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PHA-mcl Module d’Young Contrainte à la Elongation à la(MPa) rupture (MPa) rupture (%)
P(3-HO) 17 — 250-350
P(3-HO-co-12%3-HHx) 0.008 9 380
P(3-HO-co-12%3-HHx-co-2%3-HD) 7,6 9,3 380
P(3-HO-co-4,6%3-HHx) 599,9 22,9 6,5
P(3-HO-co-5,4%3-HHx) 493,7 23,9 17,6
P(3-HO-co-7%3-HHx) 288,9 17,3 23,6
P(3-HO-co-8,5%3-HHx) 232,3 15,6 34,3
P(3-HO-co-9,5%3-HHx) 155,3 8,8 43,0
Table 1.3: Propriétés mécaniques des PHA-mcl.
1.4 Fonctionnalisation des PHAs
Les PHAs possèdent des qualités intrinsèques particulièrement intéressantes, telles que
la biodégradabilité ou la biocompatibilité, et ils constituent donc une classe de polymères
très prometteurs pour des applications dans le domaine environnemental ou biomédical.
Cependant, l’apport de certaines fonctionnalités ou le greffage d’autres polymères peut
s’avérer nécessaire pour concevoir des matériaux sur mesure correspondant au cahier
des charges des applications auxquelles ils sont destinés. Par exemple, l’introduction de
fonctions polaires modifie la nature hydrophobe des PHAs et, grâce à certaines fonctions
comme les acides carboxyliques, il devient possible de greffer des molécules bioactives.
Deux démarches peuvent être envisagées pour synthétiser des PHAs fonctionnalisés,
ces deux démarches pouvant même être associées.
– La biosynthèse directe du PHA fonctionnalisé par la bactérie en introduisant dans le
milieu de culture un substrat qui permettra l’introduction de fonctions spécifiques
au sein du polymère.
– La modification chimique du PHA après biosynthèse.
1.4.1 Biosynthèse de PHAs fonctionnalisés
Selon le choix du microorganisme, de la source de carbone et des conditions de culture
utilisées, il est possible d’orienter la bactérie vers la synthèse de nombreux homopoly-
mères et copolymères comportant des unités très différentes. Le tableau 1.4 illustre la
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diversité des PHAs fonctionnalisés obtenus par cette méthode.[90] Bien qu’attrayante,
cette démarche reste limitée principalement à cause de la toxicité de certains substrats
vis-à-vis de la bactérie, du coût de certains substrats et des faibles rendements en po-
lymère généralement observés. Le PHA fonctionnalisé le plus courant est le poly(3-
hydroxyoctanoate-co-hydroxyundécènoate) (PHOU), portant des insaturations sur ses
chaînes latérales. La production de ces PHAs, contenant entre 0 et 100% d’unités de
répétition insaturées, est maintenant relativement bien contrôlée.[91, 92]
1.4.2 Modifications chimiques des PHAs
Comme nous l’avons vu précédemment, la biosynthèse de PHAs fonctionnalisés pré-
sente un certain nombre de limites. Certaines d’entre elles peuvent être dépassées grâce
à la modification chimique de PHAs, offrant un éventail de possibilités plus large. Pour
chaque famille de PHAs (PHA-scl et PHA-mcl), nous présenterons tout d’abord des
modifications chimiques du squelette ou des chaînes latérales de PHAs, permettant de
moduler leurs propriétés, puis nous passerons en revue les différentes méthodes existantes
permettant de produire des oligomères de PHAs de taille contrôlée.
1.4.2.1 Modification chimique du squelette de PHA
De par leur nature, les PHA-scl ne portent pas de fonctionnalités chimiques sur leurs
chaînes latérales ; les réactions de modification sont par conséquent limitées. Cependant,
Arkin et al. ont développé une méthode permettant de fonctionnaliser le squelette du
PHB.[103] Pour cela, du chlore gazeux est mis à barboter dans une solution de PHB
dissous dans un mélange CHCl3/CCl4. Selon la quantité de chlore introduite, différentes
structures ont été obtenues (Figure 1.12) présentant un taux variable de chloration (entre
5,45 et 23,81 % en masse). Malgré une hydrolyse partielle du polymère, le PHB modifié
présente un changement de ses propriétés physiques, avec une Tg allant de -20 à 10°C
et une Tf réduite à 148°C. Par ailleurs, des modifications ultérieures ont permis de
convertir partiellement les fonctions chlore de ce polymère en ammonium quaternaire,
sel de sulfate ou dérivé phénylé.
Grâce à leurs chaînes latérales fonctionnalisées, les PHA-mcl, et plus particulièrement
le poly(3-hydroxyoctanoate-co-hydroxyundécènoate) (PHOU), sont plus facilement su-
jets à des réactions de modifications ultérieures. Différents travaux de modifications
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Figure 1.12: Structures obtenues après chloration du PHB.[103]
chimiques ont été menés et ont permis d’obtenir de nouveaux matériaux possédant des
chaînes latérales porteuses de nouvelles fonctions. Un récapitulatif de ces structures est
donné en Figure 1.13.
La conversion des groupements alcène en groupes hydroxyle a été rapportée par plu-
sieurs auteurs. La réticulation d’un PHOU portant 25% d’insaturations par du borane
suivie d’une coupure du réseau par l’ajout de NaOH/H2O2 a permis l’hydroxylation
quantitative des chaînes pendantes.[104] Une faible diminution de la masse molaire a
été observée, celle-ci passant de 86000 à 56000 g.mol-1. Eroglu et al.[105] ont rapporté
une procédure similaire en utilisant le 9-bicyclononane (9-BBN) sur un PHA portant
exclusivement des chaînes pendantes insaturées, le poly(3-hydroxyundécènoate) (PHU).
Une conversion proche de 100% a été observée, avec cependant une forte diminution de
la masse molaire du polymère, de 32000 à 8100 g.mol-1. Dans ces deux cas, le polymère
obtenu voit son hydrophilie augmentée et devient soluble dans des solvants polaires tels
que le méthanol ou l’éthanol.
L’introduction de diols vicinaux sur des PHOUs portant de 45 à 93% de monomères
insaturés a été démontrée grâce à l’utilisation de KMnO4/Na2CO3 à 20°C.[106] Bien
qu’aucune baisse sévère de la masse molaire ne soit observée, la conversion en diol ne
dépasse pas 60%, quel que soit le PHOU ou les conditions expérimentales utilisés. Cepen-
dant, l’hydrophilie du polymère est grandement augmentée, le rendant soluble dans des
solvants polaires tels que le méthanol, le DMSO ou un mélange 80/20 (v/v) acétone/eau.
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Figure 1.13: Modifications chimiques du PHOU par oxydation de la chaîne latérale in-
saturée. (A)(B) hydroxylation ;[104, 105] (C) formation de diols ; [106] (D)
époxydation ; [97, 107] (E)(F)(G) formation d’acides carboxyliques. [108–
110]
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Parallèlement à la production de PHAs fonctionnalisés par des époxydes par bioconver-
sion, l’époxydation de PHOU est possible en présence d’acide métachloroperbenzoïque
(mCPBA). Cette méthode permet l’époxydation quantitative des PHAs insaturés, sans
réaction secondaire ou diminution de la masse molaire.[97, 107]
L’oxydation des insaturations en acides carboxyliques a tout d’abord été rapportée
par Lee et al.[108] grâce à une méthode dérivée de la formation de diols sur le PHOU. En
effet, l’utilisation de KMnO4/KHCO3 à 55°C permet la formation de fonctions acide car-
boxylique terminales. Cependant, cette méthode comporte certaines limitations, comme
une conversion maximale de 50% et une forte diminution de la masse molaire, celle-ci
passant de 137000 à 19000 g.mol-1. La conversion quantitative d’un PHOU compor-
tant 25% d’insaturations a été démontrée par Kurth et al.[109] grâce à l’utilisation
de KMnO4 en présence d’éther couronne 18-couronne-6 dans un mélange acide acé-
tique/dichlorométhane. En plus d’une excellente conversion, cette méthode permet de
ne pas affecter notablement la masse molaire du polymère. Par ailleurs, il est important
de noter que l’introduction de fonctions acide carboxylique permet d’augmenter gran-
dement la vitesse d’hydrolyse du polymère ; celui-ci est totalement hydrolysé à pH = 11
en 24h. Le tétroxyde d’osmium OsO4 permet également d’oxyder quantitativement les
insaturations du PHOU en acides carboxyliques sans diminution de la masse molaire du
polymère.[110]
Enfin, des PHAs cationiques ont été préparés à partir de PHAs époxydés (Figure
1.14).[99] Le cycle époxyde du poly(3-hydroxyoctanoate-co-(3-hydroxy-10-époxyundécè-
noate) (PHOE) est ouvert par de la diéthanolamine pour former du poly(3-hydroxyocta-
noate-co-3-hydroxy-11-(bis(2-hydroxyéthyl)amino)-10-hydroxyundécanoate)) (PHON). Ce
procédé provoque une diminution de la masse molaire du polymère due à l’aminolyse
du squelette mais permet surtout la synthèse d’un PHA hydrosoluble ; en effet, l’amine
tertiaire résultante, dont le pKa est estimé entre 8 et 8,5, transforme ce polymère en un
polycation hydrosoluble à pH neutre.
1.4.2.2 Oligomérisation
L’utilisation de PHAs pour la synthèse de copolymères peut nécessiter la préparation
d’oligomères à partir de PHAs natifs de masse molaire élevée. Selon la méthode em-
ployée, différents types d’oligomères sont obtenus. Ces méthodes incluent le traitement
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Figure 1.14: Synthèse du poly(3-hydroxyoctanoate-co-3-hydroxy-11-(bis(2-hydroxy-
éthyl)amino)-10-hydroxyundécanoate)) (PHON), protonable à pH
physiologique .[99]
thermique ,[111–113] les réactions de transestérification,[114–116] l’hydrolyse [117] et la
méthanolyse.[118, 119] La Figure 1.15 donne un aperçu des structures obtenues par ces
différentes méthodes.
Les PHAs sont connus comme étant des composés instables thermiquement ; en effet,
ils se dégradent via une coupure aléatoire de leur chaîne principale sous l’action de la
chaleur. Les PHA-scl se coupent via un mécanisme de b-élimination (transposition de Mc
Lafferty) (Figure 1.16).[120] Des oligomères de PHB, PHV et PHBHV ont été synthétisés
par traitement thermique à 190°C, générant des masses de 1200 à 38300 g.mol-1 suivant
le temps de réaction. Les oligomères formés possèdent des extrémités bien définies, avec
une fonction crotonate de configuration E et une fonction acide carboxylique.
Récemment, Chan Sin et al. ont observé que le mécanisme de dégradation thermique
des PHA-mcl différait de celui des PHA-scl.[121] En effet, la coupure de chaîne s’effectue
dans ce cas par hydrolyse du squelette PHA ; à 190°C, cette hydrolyse est suivie d’une
déshydratation de l’alcool terminal formant ainsi une extrémité crotonique. Enfin, la
préparation d’oligomères par chauffage micro-ondes a été étudiée sur différents types de
PHA-scl et mcl.[113] Il a été montré que cette méthode permettait d’obtenir des oligo-
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Figure 1.15: Structure des oligomères de PHAs obtenus après traitement thermique,
transestérification par des diols, hydrolyse, méthanolyse et transestérifica-
tion par l’alcool propargylique.
Figure 1.16: Mécanisme de b-élimination ou transposition de Mc Lafferty des PHA-scl.
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mères de PHAs de faibles masses (310<Mn<1350 g.mol-1) avec des temps de réaction
très courts (15 min au plus). Cependant, il est à noter que les polymolécularités obtenues
avec cette méthode sont plus importantes qu’avec un chauffage conventionnel. Ceci est
attribué au caractère inhomogène du chauffage micro-ondes, générant un gradient de
température et donc des vitesses de dégradation différentes selon les zones concernées.
Des oligomères dihydroxytéléchéliques de PHB, PHBHV et de PHO ont été préparés
par transestérification des polymères natifs de masse molaire élevée avec de l’éthylène
glycol [115, 122] ou d’autres diols.[118, 123, 124] Les réactions avec l’éthylène glycol ont
été les plus étudiées notamment par Hirt, et trois types d’extrémités ont été identifiés
suivant le catalyseur, le solvant et la température employés.[114] La réaction optimisée
produit majoritairement le dérivé dihydroxytéléchélique dans le diglyme à 140°C, en
utilisant du dilaurate de dibutylétain comme catalyseur. Les autres conditions testées
conduisent à un mélange d’oligomères comportant des extrémités insaturées (dues à la
déshydratation de l’alcool secondaire), acide carboxylique et diol. Récemment, Lemechko
et al. ont mis au point une méthode de transestérification des PHAs par l’alcool propar-
gylique afin de produire des oligomères de PHAs modifiables par chimie « click ».[116]
Effectuée dans le chloroforme en présence de dilaurate de dibutylétain, cette réaction
produit des oligomères de PHA-scl et -mcl de 2700 à 44500 g.mol-1 ; ces conditions per-
mettent en outre l’obtention d’oligomères très bien définis, l’utilisation de chloroforme
anhydre permettant de réduire considérablement les réactions secondaires d’hydrolyse.
Une autre méthode consiste à préparer des oligomères de PHB ou de PHBHV par
hydrolyse.[117] Dans ces conditions, les produits obtenus sont constitués d’une extrémité
hydroxyle et d’une extrémité acide carboxylique. Pour le PHO, plusieurs conditions
d’hydrolyse ont été étudiées par Timbart et al..[119] Les résultats de ces travaux révèlent
qu’en cas d’hydrolyse basique, la distribution des masses est bimodale ; en cas de catalyse
acide (APTS), la formation de macrocycles a été mise en évidence par MALDI-TOF.
Enfin, la méthanolyse réalisée en présence de méthanol et d’acide sulfurique a été
employée pour la synthèse d’oligomères de PHB.[118, 125] Cette méthode permet d’ob-
tenir des oligomères bien définis possédant une extrémité hydroxyle et une extrémité
ester méthylique. C’est aussi une méthode de choix pour la synthèse d’oligomères de
PHA-mcl bien définis, sans formation de sous produits.[119]
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1.5 Synthèse de copolymères à base de PHAs
1.5.1 PHA-scl
1.5.1.1 Copolymères à blocs
La synthèse de copolymères à blocs peut être réalisée par condensation directe entre
oligomères ou par polymérisation d’un monomère à partir d’un macromonomère. Cette
dernière méthode implique l’utilisation d’un macromonomère de PHA, synthétisé par
une des méthodes précédemment exposées. Ainsi , différents copolymères diblocs PHB-
b-PCL [126] ou triblocs PCL-b-PHBHV-b-PCL [127] ont été synthétisés par polymé-
risation par ouverture de cycle de l’e-caprolactone sur un macromonomère de PHB
ou de PHBHV. De la même manière des copolymères diblocs PHB-b-PLA, PHBHV-
b-PLA, PHBHHx-b-PLA [126, 128, 129] ou triblocs PHB-b-PLA-b-PCL [130] ont été
synthétisés par polymérisation par ouverture de cycle du lactide. Cette méthode permet
l’obtention de copolymères bien définis, présentant une distribution unimodale. D’une
manière générale, l’introduction de blocs PLA ou PCL de différentes longueurs permet
de moduler les propriétés mécaniques et/ou les propriétés de dégradation du nouveau
matériau. D’autres auteurs ont rapporté l’utilisation de l’ATRP pour la synthèse de
copolymères triblocs à base de PHB.[131, 132] Après la dérivatisation d’un oligomère
de PHB diol en macroamorceur di-bromé, Loh et al. ont rapporté la synthèse d’un
copolymère triblocs poly(N-isopropylacrylamide)-b-PHB-b-poly(N-isopropylacrylamide)
(PNIPAAm-b-PHB-b-PNIPAAm) par ATRP (Figure 1.17).[133] Grâce aux blocs PNI-
PAAm, ce copolymère hydrosoluble s’auto-associe en micelles de 139 à 550 nm au dessus
de sa température critique inférieure de solubilité de 28-29°C ( Lower Critical Solution
Temperature, LCST).
Par ailleurs, des copolymères diblocs [125] et triblocs [134] ont été préparés par conden-
sation d’un oligomère de PHB diol avec des segments de poly(éthylène glycol) (PEG)
portant une extrémité méthoxy et une extrémité acide carboxylique, en présence de
N-N’-dicyclohexylcarbodiimide (DCC) et de 4-(diméthylamino)pyridine (DMAP). Ce-
pendant, cette méthode offre de faibles rendements et nécessite de fastidieuses étapes de
purification.[135]
Enfin, des copolymères à blocs PHBHV-b-PEG et P3HB4HB-b-PEG ont été synthé-
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Figure 1.17: Synthèse de copolymères triblocs PNIPAAm-b-PHB-b-PNIPAAm par A-
TRP.[133]
34
1.5 Synthèse de copolymères à base de PHAs
Figure 1.18: Réaction de transestérification entre du PHB et du PEG à 190°C.[135]
Cette réaction est en compétition avec la dégradation thermique du PHA.
tisés par une méthode de transestérification mise au point par Ravenelle et al.. [135–
138] Cette méthode implique la transestérification directe à 190°C à l’état fondu d’un
polymère de PHA par un PEG portant une extrémité hydroxyle et une extrémité éther
méthylique (Figure 1.18). Toutefois, cette méthode met en compétition deux réactions :
la dégradation thermique du PHA par b-élimination et la transestérification du PHA
par le PEG. Il en résulte que la longueur finale du bloc PHA est peu contrôlable et que
les copolymères sont mal définis.
La préparation de copolymères multiblocs par formation de liaisons uréthane a large-
ment été étudiée. Hirt et al. ont rapporté la synthèse de copolymères multiblocs com-
prenant des blocs « rigides » de PHB et des blocs « souples » de poly(e-caprolactone)
(PCL).[122] Des macromonomères de PHB-diol et de PCL-diol sont couplés grâce à l’uti-
lisation d’un diisocyanate (Figure 1.19). Des copolymères de masses molaires en poids
comprises entre 50000 et 152000 g.mol-1 ont été obtenus sans l’aide de catalyseurs. Ces
matériaux présentent de nouvelles propriétés mécaniques, avec une augmentation de la
contrainte à la rupture et une diminution de l’élongation à la rupture en fonction de la
proportion de PHB.
Des copolymères multiblocs à base de PHA-scl et de PCL ,[122, 139] de PLA,[140,
141] de poly(butylène glycol adipate) [124] ou de PEG [142–146] ont été synthétisés de
la même manière. Dans ce dernier cas, l’hydrophilie et les propriétés de dégradation du
polymère sont aussi modifiées en plus des propriétés mécaniques. Par ailleurs, leur hémo-
compatibilité et leur biodégradabilité ont été démontrées, faisant donc de ces nouveaux
polymères des candidats prometteurs comme nouveaux biomatériaux implantables.[147,
148] Enfin, des copolymères multiblocs alternés ont été synthétisés par Pan et al. [149]
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Figure 1.19: Synthèse de copolymères multiblocs à base de PHB et de PCL.[122]
(Figure 1.20).
Dans ce cas, le 1,6-hexaméthylène diisocyanate est tout d’abord couplé avec le poly-
éthylène glycol, puis le PEG-diisocyanate généré est couplé avec du PHB-diol ; cette stra-
tégie assure donc la synthèse de copolymères à blocs parfaitement alternés. Le contrôle
de l’architecture du matériau est par conséquent plus précis, permettant une meilleure
compréhension des relations structure-propriétés.
1.5.1.2 Copolymères greffés
Les PHA-scl ne possédant pas de chaînes latérales pouvant être fonctionnalisées, une
première approche pour synthétiser des copolymères greffés consiste à arracher le proton
tertiaire en a de la chaîne latérale par voie radicalaire. Des copolymères greffés PHB
et PEG ont ainsi été synthétisés en solution par réaction entre du PHB et du PEG di-
acrylate, générant un polymère réticulé plus hydrophile.[150, 151] Une autre approche
consiste à ne greffer que sur la surface d’un matériau afin de moduler ses propriétés de
surface sans altérer ses propriétés mécaniques. Du poly(2-hydroxyéthyl méthacrylate)
(PHEMA) a ainsi été greffé à la surface de films de PHBHV en utilisant plusieurs types
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Figure 1.20: Synthèse de copolymères alternés à base de P3HB4HB et de PEG.[149]
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de polymérisation : polymérisation radicalaire amorcée par voie thermique (peroxyde
de benzoyle), par irradiation UV en présence d’eau oxygénée ou de benzophénone et
également par polymérisation radicalaire par transfert d’atomes (ATRP) pour contrôler
la longueur des chaînes greffées.[152–154] Cette dernière méthode se fait à tempéra-
ture ambiante et limite le greffage à la surface du film, tandis que les méthodes pré-
cédentes favorisent aussi un greffage plus en profondeur. Enfin, la polymérisation de
2-hydroxyéthyl méthacrylate (HEMA) et d’acide méthacrylique (MAA) sur un film de
PHBHV a récemment été rapportée grâce à une méthode photochimique impliquant
l’utilisation d’hexafluoroantimonate de triarylsulfonium.[155] De plus, cette méthode a
démontré son efficacité pour le micromatriçage de la surface, permettant sa fonctionna-
lisation fine et ainsi le développement de microsystèmes pour des applications dans le
domaine biomédical (Figure 1.21).
Enfin, d’autres types de copolymères impliquent l’utilisation de PHAs comme greffons
sur des squelettes de polysaccharides tels que la cellulose, le chitosan ou leur dérivés.
Arslan et al. ont greffé des oligomères de PHBHV sur du chitosan par condensation
entre l’extrémité acide carboxylique des PHAs et les fonctions amine du chitosan.[156] Ce
greffage modifie les propriétés de solubilité comparé au chitosan, le copolymère devenant
insoluble dans l’acide acétique à 2%. Récemment, divers oligomères de PHAs ont été
greffés sur de la cellulose par condensation entre les extrémités acide carboxylique des
PHAs, activées en chlorure d’acide par du chlorure de thionyle, et les alcools primaires
de la cellulose (Figure 1.22).[157] Il a été montré que le caractère hydrophobe des films
de cellulose était grandement amélioré après le greffage de PHAs.
1.5.2 PHA-mcl
Les PHA-mcl n’étant pas commerciaux, la littérature disponible concernant les copoly-
mères à base de PHA-mcl est moins fournie que celle concernant les PHA-scl. Néanmoins
plusieurs stratégies permettant de synthétiser des copolymères à blocs ou greffés ont été
rapportées.
1.5.2.1 Copolymères à blocs
Andrade et al. ont rapporté la synthèse de copolymères multiblocs PHB-PHOHHx
.[158] Des macromonomères de PHB-diol (segment « rigide ») et de PHOHHx-diol (seg-
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Figure 1.21: Micromatriçage de films de PHBHV (A) image AFM (A’) profil du film et
(B) image par microscopie optique après 400 s d’irradiation.[155]
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Figure 1.22: Condensation de greffons de PHAs sur des films de cellulose.
ment « souple ») ont été couplés grâce à l’utilisation d’un diisocyanate en présence di-
laurate de dibutyl étain comme catalyseur. Le matériau résultant possède une Mn de
10600 g.mol-1 et comporte environ 2 unités PHOHHx-diol, 2 unités PHB-diol et 5 uni-
tés L-lysine méthyl ester diisocyanate (LDI) ; il possède ainsi des propriétés mécaniques
et thermiques intermédiaires entre le PHB et le PHOHHx pur. Le même copolymère a
aussi été préparé par couplage des PHAs diols avec un dichlorure d’acide (chlorure de
téréphtaloyle).[159] Enfin, Dai et al. ont rapporté une synthèse « verte » de copolymères
PHB-PHO grâce à une condensation de PHO-diol et PHB-diol par voie enzymatique
(Figure 1.23).[160]
La condensation enzymatique, réalisée grâce au Novozym® 435 (Candida antarctica
lipase B immobilisée), permet la synthèse de copolymères multiblocs statistiques ou
alternés suivant les conditions d’introduction des réactifs. Les copolymères obtenus pos-
sèdent des masses molaires équivalentes à celles des copolymères synthétisés par voie
chimique.
La synthèse de copolymères à blocs peut également provenir de la polymérisation par
ouverture de cycle d’un monomère à partir d’un macromonomère de PHA. Timbart et al.
ont rapporté la synthèse d’un copolymère à blocs PHO-b-PCL par l’ouverture de cycle
40
1.5 Synthèse de copolymères à base de PHAs
Figure 1.23: Préparation de copolymères multiblocs et alternés à base de PHB-diol,
PHO-diol et d’adipate de divinyle par condensation enzymatique (Candida
antartica lipase B, CALB).
de l’e-caprolactone en utilisant des macromonomères de PHA-mcl méthanolysés.[161]
Les blocs de PHOHHx ont des masses molaires comprises entre 800 et 20000 g.mol-1 et
celle des blocs PCL varie de 12000 à 47700 g.mol-1. Enfin, des copolymères similaires ont
été synthétisés de la même manière à partir de macromonomères de PHOU, portant des
insaturations en chaînes latérales, permettant ensuite leur oxydation en fonctions acide
carboxylique et la formation de copolymères P((HO-COOH)-b-CL).[119] Il a été montré
que les films de P((HO-COOH)-b-CL) s’hydrolysaient plus rapidement que les films de
P(HO-b-CL) à pH 7.
1.5.2.2 Copolymères greffés
La synthèse de ce type de copolymères peut être réalisée soit par greffage de chaînes
préformées sur la chaîne principale (méthode « grafting onto ») soit par polymérisation
de monomères à partir de la chaîne principale (méthode « grafting from »). La méthode
« grafting onto » ne permet cependant pas de coupler de grandes chaînes de polymère.
Les doubles liaisons portées par les PHA-mcl fonctionnalisés ont été utilisées pour
réaliser des réactions de greffage par voie radicalaire par amorçage thermique, par ir-
radiation gamma ou UV.[162, 163] Ces réactions sont relativement faciles à mettre en
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Figure 1.24: Synthèse de copolymères greffés PHO-g-PMMA, PHO-g-PS, PHO-g-
PBMA et PHO-g-(PMMA-b-PS).
œuvre mais les produits obtenus sont mal définis car les réactions conduisent souvent
à des produits insolubles en raison de réactions de réticulation. Eroglu et al. [164] ont
utilisé les radiations gamma afin de greffer du méthacrylate de méthyle (MMA) sur du
poly(3-hydroxynonanoate) (PHN) ; le copolymère P(HN-g-MMA) ainsi formé possède
une meilleure résistance mécanique que le PHN. La contrainte à la rupture passe de 1,4
MPa pour le PHN à 42,4 MPa pour le copolymère contenant 50% de MMA. Du MMA a
par ailleurs été greffé sur les insaturations d’un PHA fonctionnalisé grâce à un amorçage
thermique (peroxyde de benzoyle).[165] Arslan et al. ont rapporté la synthèse d’un PHO
modifié par ATRP.[166] En utilisant la méthode énoncée dans la partie 1.4.2.1, le PHO
a été chloré sur sa chaîne principale. Les atomes de chlore ont alors été utilisés pour
polymériser par ATRP des monomères de méthacrylate de méthyle (MMA), de styrène
(S) ou de n-butyl méthacrylate (BMA) (Figure 1.24).
Il est par ailleurs possible de faire re-réagir les copolymères PHO-g-PMMA afin d’aug-
menter leurs longueurs de chaînes (greffage de MMA) ou bien de copolymériser un autre
monomère (greffage de PS). Enfin, il est à noter que cette méthode de greffage cause
une forte diminution de la masse molaire, les copolymères ayant une Mn comprise entre
1570 et 7710 g.mol-1 alors que les précurseurs chlorés présentent une Mn comprise entre
29450 et 64590 g.mol-1.
Hany et al. ont décrit la synthèse de copolymères greffés « en peigne » à partir de
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Figure 1.25: Synthèse de copolymères greffés « en peigne » à base de PHOU.
PHOU par addition thiol-ène d’acide 11-mercaptoundécanoïque (Figure 1.25).[167] L’ad-
dition radicalaire du composé thiolé se fait par addition anti-Markovnikov sur les doubles
liaisons du PHOU dans le toluène en présence d’AIBN. Par la suite, le groupement acide
carboxylique est soit estérifié avec de l’octadécanol soit amidifié avec de la tridécylamine
afin d’augmenter la longueur de la chaîne. Le copolymère obtenu est semi-cristallin et
la diffraction des rayons X permet de mettre en évidence la présence d’une structure
organisée en deux phases, l’une riche en polyéthylène, l’autre constituée de domaines de
PHA.
En utilisant la même méthode, du 11-mercapto-1-décanol a été greffé sur PHOU,
permettant par la suite le greffage par estérification d’acide cinnamique et d’acide zosté-
rique.[168] Il en résulte un matériau non-toxique possédant des propriétés antisalissures.
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Figure 1.26: Greffage d’oligomères de PEG et de PLA sur du PHO-COOH et taux de
conversion en fonction de la masse molaire de l’oligomère greffé.
Le PHOU a également été greffé par du silsesquioxane polyhédral thiolé (POSS-SH) par
addition thiol-ène.[169] Il a été montré que l’introduction de tels groupements conférait
au matériau un effet mémoire de forme.[170]
Enfin, des copolymères greffés ont également été obtenus par des réactions d’estérifi-
cation entre les fonctions COOH réactives introduites sur les chaînes latérales de PHOU
et des oligomères de PLA et de PEG (Figure 1.26).[171–173] Ces couplages sont effec-
tués par l’utilisation de dicyclohexylcarbodiimide (DCC) et de diméthylaminopyridine
(DMAP). Le taux de conversion est directement relié à la masse molaire de l’oligomère
couplé ; en effet, celui-ci passe de 52% pour le greffage d’un oligomère de PEG de 350
g.mol-1 à 19% pour le greffage d’un oligomère de PEG de 2000 g.mol-1.
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1.6 Applications des PHAs dans le domaine biomédical
Depuis environ trente ans, les applications impliquant l’utilisation de PHAs sont en
constante progression. Grâce à leur biodégradabilité, les premières applications concer-
naient principalement l’emballage, avec l’élaboration de bouteilles de shampoing, d’em-
ballages de produits cosmétiques, mais ils ont aussi été utilisés comme hydrophobi-
sant pour papier, carton et couches de bébés, ou bien encore comme produits d’utili-
sation courante comme des peignes ou des stylos.[174–177]. Ce n’est que plus récem-
ment que l’attention s’est portée sur l’utilisation des PHAs dans le domaine biomédical,
tirant parti de la biocompatibilité de ces polymères. Les principales applications bio-
médicales impliquant l’utilisation de PHAs sont l’ingénierie tissulaire (implants, valves
cardiaques, guides, support de régénération osseuse ou cartilagineuse, stents...) et la
libération contrôlée de principes actifs.
1.6.1 Ingénierie tissulaire
L’ingénierie tissulaire (tissue engineering) est un domaine en pleine évolution, à la
recherche de nouveaux biomatériaux pouvant apporter des solutions durables aux dom-
mages tissulaires. L’approche de base nécessite la complémentarité des cellules, d’un
support et de facteurs bioactifs. Par exemple pour la régénération de tissus cartilagi-
neux, des chondrocytes (cellules responsables de la formation du cartilage) sont placés
dans un support biodégradable macroporeux de poly(acide lactique-co-glycolique) pos-
sédant de l’acide hyaluronique greffé en surface, celui-ci étant un facteur de croissance
des chondrocytes.[178] Le support doit idéalement présenter les propriétés suivantes :
[179]
– Se dégrader de façon contrôlée.
– Promouvoir l’adhésion, la prolifération et la différenciation des cellules ainsi que la
production de matrice extracellulaire (à base de collagène).
– Permettre la diffusion des nutriments nécessaires aux cellules et l’évacuation des
déchets.
– Adhérer aux tissus environnants.
– Pouvoir combler intégralement le défaut.
– Avoir les mêmes propriétés mécaniques que le tissu remplacé.
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Les PHAs ont principalement été utilisés dans l’ingénierie tissulaire cardiovasculaire
(valves, greffons), comme guide pour la croissance de nerfs, pour l’ingénierie tissulaire
osseuse ou du cartilage (Figure 1.27).
1.6.1.1 Ingénierie tissulaire cardiovasculaire
Actuellement, le principal défaut concernant la chirurgie des valves cardiaques est dû
au fait qu’aucun des matériaux utilisés ne permet la croissance cellulaire et donc la ré-
génération des tissus. Plusieurs interventions chirurgicales sont donc parfois nécessaires,
spécialement sur les patients les plus jeunes.[180] L’ingénierie tissulaire s’intéresse donc
au développement de matériaux capables non seulement de prendre la forme et la fonc-
tion de valves cardiaques, mais aussi permettant l’ensemencement de cellules capables
de régénérer les tissus. Différents matériaux tels que l’acide poly(glycolique) (PGA)
,[181, 182] l’acide poly(lactique) (PLA) [181] ou la polycaprolactone (PCL) [183] ont
été utilisés pour l’élaboration de valves cardiaques. Comparés au PGA et au PLA, les
PHA-mcl sont plus flexibles et donc plus adaptés à la fonction de valve. Sodian et al. ont
étudié l’implantation d’une valve en PHOHHx ensemencée de cellules autologues chez
l’agneau.[184] Après 120 jours d’implantation, aucune thrombose n’a été détectée mais
une légère sténose a été observée. Les résultats ont été améliorés en utilisant un mélange
de PGA et de PHOHHx ; dans ce cas l’implant se montre parfaitement fonctionnel 6
mois après l’implantation, sans formation de thrombose ou de sténose.[185] D’autres
auteurs ont utilisé du PHB imprégné sur une matrice tissulaire aortique de porc gé-
nérant ainsi une valve hybride biomatrice/polymère. Dans ce cas, les valves présentent
d’excellentes propriétés biologiques, démontrant par exemple une résistance élevée à la
coagulation plasmatique ainsi qu’à la calcification.[186] Enfin, il a été montré que des
valves à base de PGA et de P(4-HB) voyaient leur volume augmenter de 19 à 23 mm
après leur implantation in vivo chez l’agneau, ceci suivant la croissance de l’animal.[187]
Ces résultats sont donc très encourageants pour le développement de valves cardiaques
destinées à l’enfant, capables de s’adapter à leur croissance.
Les greffes vasculaires sont une alternative intéressante pour beaucoup de patholo-
gies cardiaques. En effet, alors que les gros vaisseaux peuvent être remplacés par des
matériaux généralement à base de PTFE, les vaisseaux de faibles diamètres (< 6 mm)
posent des problèmes d’endothélialisation incomplète ou de survenue de thrombose.[188]
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Figure 1.27: Différentes applications des PHAs dans l’ingénierie tissulaire : (A) oeso-
phage artificiel, (B) greffon vasculaire, (C) conduit pour la croissance de
nerfs, (D) cartilage artificiel.
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Stock et al. ont rapporté la fabrication de greffons poreux de P(4HB) ensemencés de
cellules autologues vasculaires ovines. Ces greffons ont ensuite été implantés sur une ar-
tère pulmonaire de mouton. Après 169 jours, une résorption quasi complète du polymère
ainsi que la formation de nouveaux tissus fonctionnels a été observée, sans formation de
thrombose, sténose ou dilatation.[189] De plus, des greffons de PGA-PHOHHx ensemen-
cés par des cellules autologues ont été implantés chez l’agneau.[190] Après 5 mois, aucun
des vaisseaux ne s’est bouché et aucun anévrisme n’a été détecté. Enfin, des tests de
traction-allongement ont montré que les propriétés mécaniques du vaisseau greffé avec
du PGA-PHOHHx se rapprochaient de celles de vaisseaux natifs.
1.6.1.2 Guides pour la croissance de nerfs
De nos jours, la technique utilisée pour la reconstruction nerveuse implique le gref-
fage de nerfs autologues, ce qui présente d’inévitables inconvénients tels que l’utilisation
excessive de la chirurgie. Le développement de conduits artificiels pour favoriser la crois-
sance nerveuse apparaît donc comme une solution intéressante. Un conduit biodégra-
dable idéal doit permettre de conserver l’intégrité des tissus, de favoriser la communica-
tion intercellulaire et donc la croissance cellulaire lors du processus de régénération.[191]
Des conduits de PHB ont été utilisés avec succès pour la reconstruction d’une partie d’un
nerf sciatique de rat de 10 mm.[192] Une bonne régénération ainsi qu’une bonne biocom-
patibilité ont été observées. Afin d’améliorer encore la régénération, la surface interne
de conduits de PHB a été couverte de matrice extracellulaire, de cellules de Schwann
ou de facteurs de croissance.[193–196] Les cellules de Schwann se sont développées à la
surface du PHB et ont conservé leurs propriétés favorisant la croissance nerveuse. Cette
dernière méthode s’est révélée optimale pour la régénération nerveuse.[195]
1.6.1.3 Reconstruction osseuse
Les os devant présenter un forte résistance mécanique, la recherche s’est principalement
concentrée sur l’étude de PHA-scl tels que le PHB ou le PHBHV. De plus, l’adjonction
d’hydroxyapatite (HA), constituant de la matrice osseuse (60-70%), est communément
utilisée comme élément additionel aux biomatériaux. Des études in vitro ont montré que
les propriétés mécaniques des composites pouvaient être ajustées en contrôlant la quan-
tité d’HA.[197–200] Galego et al. [201] ont montré qu’un composite P(HB-co-8%HV)/HA
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(30% en poids) avait une résistance à la compression de 62 MPa, celle-ci étant du même
ordre de grandeur que celle de l’os humain. Il a par ailleurs été démontré qu’en utilisant
des mélanges PHB/HA contenant de 10 à 20% de HA, la croissance et la proliféra-
tion d’ostéoblastes de moëlle osseuse était optimale.[202] L’utilisation d’une matrice de
PHBHV renforcée avec des nanoparticules de HA a par ailleurs démontré une meilleure
réponse inflammatoire ainsi que de meilleurs taux de minéralisation.[203] Enfin, diffé-
rentes études in vivo sur des matrices de PHB et de PHB/HA ont démontré que le
matériau favorisait la régénération osseuse tout en prévenant toute inflammation chro-
nique pendant 12 mois ; un nouveau tissu osseux fortement organisé s’est rapidement
développé.[204, 205]
1.6.1.4 Reconstruction cartilagineuse
Le tissu cartilagineux, exclusivement constitué de chondrocytes, recouvre l’extrémité
des os formant une jonction. Ce tissu a la particularité de posséder la plus faible densité
cellulaire parmi les tissus constituant le corps humain. Une fois endommagé, il a une très
faible capacité d’auto-guérison, ce qui provoque de l’arthrose et une perte de mobilité.
Afin de régénérer le cartilage abimé, des structures tridimensionnelles poreuses peuvent
être utilisées afin de fournir un environnement biochimique et biomécanique approprié
à la prolifération cellulaire et au développement des tissus. L’efficacité de cet environne-
ment peut être évaluée en suivant la prolifération cellulaire ainsi que la production de
matrice extracellulaire. Il a été montré in vitro que les chondrocytes proliféraient tout
en gardant leur phénotype sur du PHB, du PHBHHx, un mélange PHBHHx/PHB ainsi
que du PHBHV.[206, 207] Les structures à base de mélange PHBHHx/PHB sont celles
qui permettent la meilleure croissance et prolifération cellulaire.[208] Le PHBHHx a un
effet positif sur la production de matrice extracellulaire ; il a été montré par microscopie
multiphotons par génération de seconde harmonique ainsi que par microscopie confo-
cale à fluorescence que le mélange PHBHHx/PHB possédait les meilleures propriétés
de surface pour l’ancrage de filaments de collagène de type II ainsi que pour leur pé-
nétration dans la structure tridimensionnelle.[209] La réparation de cartilage in vivo a
été investiguée grâce à l’utilisation de matrices de PHBHV et comparée à un mélange
collagène/phosphate de calcium. Il a ainsi été démontré que les matrices de PHBHV
favorisaient la formation précoce de tissus cartilagineux, et que la régénération tissulaire
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était plus prononcée qu’avec le mélange collagène/phosphate de calcium.[210] Enfin, des
matrices tridimensionnelles de PHBHHx ensemencées de chondrocytes ont été implan-
tées dans une articulation endommagée de lapin.[211] Après 16 semaines, du nouveau
tissu cartilagineux s’est développé dans l’articulation, et aucun effet secondaire n’a été
constaté. Cependant, une étude sur des temps d’implantation plus importants est néces-
saire afin de suivre la dégradation du matériau ainsi que les effets potentiels des produits
de dégradation sur les tissus régénérés.
1.6.2 Libération contrôlée de principes actifs
Les polymères sont largement employés dans le domaine pharmaceutique et entrent
dans la composition de différentes formes galéniques comme les comprimés, les capsules,
où ils sont utilisés en tant qu’excipients, adjuvants ou agents émulsifiants.[212] L’admi-
nistration conventionelle du principe actif (PA) d’un médicament consiste à le mettre
à disposition de l’organisme de manière directe ; il se distribue alors in vivo en fonc-
tion de ses caractéristiques physico-chimiques (polarité, masse molaire...). L’efficacité
de ce mode d’administration peut être limitée par la stabilité, la solubilité ou la toxi-
cité des principes actifs. L’intérêt de la vectorisation consiste à protéger le PA de la
dégradation et du milieu environnant et de le distribuer en quantité suffisante sur son
site d’action.[213] Les systèmes de vectorisation doivent donc permettre d’encapsuler un
principe actif et de le libérer de manière contrôlée au cours du temps afin de limiter les
effets secondaires et les prises répétées du médicament.[214, 215] Les critères principaux
qui définissent les caractéristiques d’un vecteur idéal sont les suivants : [216, 217]
– délivrer le médicament au moment et à l’endroit approprié dans l’organisme.
– éviter (pour une durée équivalente) des injections répétées de PA et donc améliorer
l’observance des patients (Figure 1.28).
– être biocompatible, biodégradable et non toxique.
– être capable d’incorporer des quantités suffisantes de PA permettant une action
efficace.
– assurer le franchissement des barrières biologiques.
De nombreux systèmes d’encapsulation ont été mis au point, leurs différences résidant
dans leur mode de préparation, la nature des composés utilisés, la voie d’administra-
tion et le mode de libération du principe actif (diffusion, bio-érosion, système gonflant,
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Figure 1.28: Evolution de la concentration en principe actif (PA) au niveau du site
d’action en fonction du temps. Pointillés : profil de délivrance lors de l’ad-
ministration répétée de PA. Trait plein : système de délivrance idéal.
système osmotique). De plus, le contrôle de la dégradation de la matrice permet une
libération contrôlée du principe actif afin d’éviter l’effet de toxicité lié à une libération
trop rapide et trop importante. La cristallinité et la nature chimique du polymère in-
fluencent également ces propriétés telles que la vitesse et le mécanisme de dégradation,
la biocompatibilité, la diffusion et la libération du médicament.
L’utilisation de polymères à base de PHAs comme systèmes de libération contrôlée
de principes actifs est envisagée depuis le début des années 90.[213] En effet, en plus
d’être biodégradables et biocompatibles, les produits de dégradation des PHAs ne sont
pas toxiques et peuvent être facilement éliminés par l’organisme. Les PHAs sont utilisés
sous forme de particules (micro ou nanoparticules), de comprimés ou sous forme de
patchs pour une libération transdermique.
1.6.2.1 Les implants
Les PHAs peuvent être utilisés sous forme d’implants capables de relarguer un principe
actif. Korsatko et al. ont étudié la libération in vitro et in vivo de la 7-hydroxyéthylthéo-
phylline (analeptique cardiaque ou respiratoire) à partir d’implants à base de PHB pré-
parés par compression en présence de l’agent thérapeutique.[218, 219] La libération in
vitro dépend du taux d’encapsulation. Si l’implant contient 60 à 80% de principe actif,
la libération intervient en 24h ; s’il en contient 5 à 30%, la libération se fait sur 50 jours.
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Dans le second cas, la différence de concentration entre l’extérieur et l’intérieur de l’im-
plant n’est pas suffisante pour induire un gradient de diffusion élevé. La libération du
principe actif est donc plus lente. De plus, il a été montré que la libération in vivo était
plus lente, l’implant étant placé sous la peau de l’animal ; ceci est lié à la faible quan-
tité d’eau présente autour de l’implant limitant la diffusion du principe actif. D’autres
études ont notamment porté sur l’emploi de PHBHV dans le cadre du traitement de
l’ostéomyélite chronique.[220–222] L’objectif est de lutter contre les foyers infectieux dif-
ficilement accessibles aux antibiotiques dans le cas des ostéomyélites où l’administration
systémique d’antibiotiques peut être inefficace à cause d’une vascularisation défectueuse.
L’antibiotique est intégré dans des bâtonnets de PHBHV (22%HV) qui sont implantés
dans le tibia d’un lapin infecté par Staphyloccocus aureus. Il a été montré que le principe
actif relargait complètement après une semaine ; le temps de relargage a été augmenté
à 2 semaines en effectuant un revêtement des bâtonnets incorporant le principe actif
avec du PHBHV. Il a par ailleurs été montré que l’infection était réduite au 15ème jour
d’implant et que la guérison était complète après un mois (Figure 1.29).
Du PHBHV, PHO, PHO-COOH et PHBHV-b-PLA contenant du sirolimus (un agent
anti-proliférant), ont été déposés sur des stents métalliques.[223] Le sirolimus est relargué
avec un très fort effet « burst » avec plus de 80% de relarguage en quelques heures sauf
pour le copolymère PHBHV-b-PLA où l’effet est moins prononcé. Cependant, il a été
montré qu’en rajoutant une couche de PHBHV ne contenant pas de principe actif, sa
libération est fortement ralentie.
Les PHAs ont aussi été utilisés comme système de délivrance transdermique.[224]
Le système étudié est composé d’une matrice de PHOHHx renfermant de la tamsulo-
sine (a-bloquant utilisé dans le traitement de l’hypertrophie de la prostate). La matrice
est obtenue par mélange du PHA et de l’agent thérapeutique puis moulée sous forme
d’une plaque. Un dendrimère de polyamidoamine est ajouté à la matrice pour améliorer
la pénétration de la tamsulosine. La libération de la tamsulosine à travers la matrice
de PHA est de 24 µg.cm-2.j-1, ce qui correspond à la vitesse de libération requise (20
µg.cm-2.j-1). D’autres études ont également porté sur des systèmes contenant du kéto-
profène (un anti-inflammatoire) et de la clonidine (un anti-hypertenseur). Dans tous les
cas, les résultats montrent que les PHAs se révèlent être de bons systèmes pour ce type
d’applications.[225]
Enfin, des gels à base de PHO greffé avec du monoacrylate de poly(éthylene glycol)
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Figure 1.29: Radiographie d’un tibia de lapin infecté par Staphyloccocus aureus après
implantation d’un batonnet de PHBVH contenant un antibiotique. (A)
1er jour d’implant, les signes de l’infection sont marqués par les flèches
blanches. (B) 30ème jour après implant, les tissus sont redevenus normaux.
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(PEGMA-g-PHO) ont été utilisés pour étudier le relargage d’une molécule modèle, l’ibu-
profène.[226] Il a été montré que la cinétique de relargage dépendait du taux de greffage
en PEGMA. Il est important de noter qu’alors que les PHA-scl présentent un fort effet
« burst » dû à leur forte cristallinité, ce système à base d’un PHA-mcl, le PHO, permet
une libération constante d’ibuprofène en 9 jours sans effet « burst ».
1.6.2.2 Les micro/nanoparticules
Les PHAs sont aussi utilisés dans le domaine de l’encapsulation sous forme de mi-
croparticules ou de nanoparticules. Des microsphères de PHB chargées en rifampicine,
un antibiotique, ont été testées comme agent de chimio-embolisation contre les embolies
cancéreuses.[227, 228] Les embolies sont caractérisées par la migration d’un composant
anormal (embole), qui se retrouve dans la circulation sanguine. L’embole peut être un
caillot qui obture une artère plus ou moins grosse, ou il peut s’agir d’un embole de cel-
lules cancéreuses stoppées dans des vaisseaux sanguins de petits calibres (capillaires),
donnant alors naissance à une métastase. Afin de provoquer la nécrose de la tumeur, un
matériau solide peut être délibérément injecté pour boucher l’artère nourricière princi-
pale d’une tumeur (embolisation) afin de la priver d’apport sanguin. La technique de
chimio-embolisation combine à la fois la technique de l’embolisation et celle de la chimio-
thérapie. Des microsphères de PHB ont été employées dans cet objectif. Les microsphères
sont préparées par la technique d’émulsion-évaporation de solvant avec l’alcool polyvi-
nylique comme émulsifiant, l’eau comme milieu dispersant et le dichlorométhane comme
solvant. La taille des microsphères obtenues est comprise entre 5 et 100 µm mais elles
peuvent être séparées par centrifugation. Il a été montré que la vitesse de libération du
principe actif, la rifampicine, est très élevée ; en effet, 90% du principe actif est relargué
en 24h.
Sendil et al. [229] ont rapporté un comportement similaire en utilisant des microsphères
et des microcapsules de PHBHV chargées avec de la tétracycline (antibiotique) sous
ses formes acide et neutre. Cette dernière s’encapsule mieux que la forme acide (52 à
65%) ; cependant, une libération très rapide est observée dans les deux cas sans signe de
dégradation du polymère.
Afin de ralentir la cinétique de relargage, des microsphères composites PHBHV/wollas-
tonite encapsulant de la gentamicine ont été synthétisées.[230] Il a été montré que l’in-
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Figure 1.30: Images en microscopie électronique à balayage. (A)et (B) : microsphères de
PHBHV/HA-AL (30%HA) ; (C) et (D) microsphères de PHBHV/HA-AL
(50%HA) ; microsphères de PHBHV pur. (A, C et E : x200 ; B, d et F :
x1000). HA : hydroxyapatite ; AL : alendronate.[231]
corporation de wollastonite permettait de ralentir la vitesse de diffusion du principe actif
dans du tampon phosphate salin (PBS). En effet, 90% du principe actif est relargué en
22 jours, contre 8 jours pour des microsphères de PHBHV pur. Une stratégie similaire a
été employée par Huang et al. [231] grâce à l’incorporation d’hydroxyapatite (HA) dans
des microsphères de PHBHV (Figure 1.30). Malgré un léger effet burst les 6 premiers
jours, le principe actif, l’alendronate (AL), est constamment libéré sur une période de
26 jours.
L’utilisation de nanoparticules pour l’encapsulation et le relargage de principes actifs
présente de nombreux avantages.[232, 233] En effet, leur taille leur confère des propriétés
intéressantes telles qu’une grande surface spécifique et une grande stabilité ; mais surtout
ce sont leur capacité à esquiver les défenses du système immunitaire et leur capacité à
cibler une population de cellules qui en font des vecteurs prometteurs. Des nanoparticules
à base de PHBHV et permettant la protection et la délivrance d’enzymes modèles ont
été synthétisées par un procédé de double émulsion et évaporation de solvant.[234] Des
PHBHV de différentes masses molaires ont été utilisés (297000 à 21000 g.mol-1) et il a été
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démontré que l’emploi de PHBHV de faible masse favorisait l’activité enzymatique via
une meilleure perméabilité. Bien que la quantité d’enzyme encapsulée reste relativement
faible, l’ajustement du pH de l’eau a permis d’obtenir un taux d’encapsulation six fois
supérieur à celui obtenu dans les conditions initiales (PHBHV de grande masse et eau à
pH neutre).
Des copolymères à blocs à base de PHBHV, PHV, P(3HB-co-4HB), P(3HV-co-4HB)
et de PEG ont été synthétisés par transestérification des PHAs par du monométhyl
éther de PEG en présence d’octanoate de sodium.[136–138] Des nanoparticules sont
préparées par émulsion-évaporation de solvant en présence de désoxycholate de sodium
comme stabilisant. Les nanoparticules ont un diamètre moyen de 112 à 162 nm mais
avec une distribution en taille relativement élevée (polydispersité de 0,22 à 0,72). Ceci
est probablement dû à la méthode de synthèse des copolymères diblocs ;[135] en effet, le
processus de transestérification est peu contrôlable et génère des copolymères mal définis.
De la thymoquinone ainsi que du cisplatine ont été encapsulés ; lors du relargage, un effet
« burst » relativement important de 30 à 40% en 10h a été observé quel que soit le PHA
de départ utilisé. Cependant, un relargage plus progressif est observé jusqu’à 100h, où
70 à 80% du principe actif est relargué.
Enfin, Kurth et al. ont étudié l’élaboration de nanoparticules à base de PHO-COOH
par nanoprécipitation.[109] La présence de fonctions acide carboxylique tend à limiter
la formation d’agrégats. En effet, les nanoparticules à base de PHOHHx coalescent im-
médiatement après leur formation, celles à base de PHOD-10%COOH forment quelques
agrégats et ne sont pas stables dans le temps alors que celles à base de PHOD-25%COOH
sont bien isolées (Figure 1.31).
Renard et al. ont étudié le relargage de doxorubicine (anticancéreux) de nanoparticules
à base de copolymères à blocs PHO-25%COOH-b-PCL.[235] L’introduction de PCL
permet d’augmenter la stabilité des particules. Un faible effet « burst » de 10% après
10h est observé, puis le pourcentage de principe actif relargué atteint 25% après 80h.
Par ailleurs, il a été montré que la présence de fonctions acide carboxylique favorisait la
dégradation du polymère à pH 7,3 à 37°C.
56
1.7 Conclusion
Figure 1.31: Images obtenues en microscopie électronique à transmission de nanoparti-
cules de PHOHHx, PHOD-10%COOH et PHOD-25%COOH obtenues par
nanoprécipitation.[109]
1.7 Conclusion
A travers ce chapitre, il se révèle clairement que les PHAs d’origine bactérienne pré-
sentent un fort potentiel pour des applications dans le domaine biomédical telles que
l’ingénierie tissulaire ou le relargage contrôlé de principes actifs. Cependant, il apparaît
aussi quelques limitations. Du point de vue de la synthèse de copolymères, les réac-
tions chimiques utilisées lors de l’utilisation d’oligomères préformés ne permettent pas
la formation de copolymères bien définis ; les réactions d’estérification ne permettent
pas d’obtenir des taux de conversion satisfaisants, et les réactions de transestérification
génèrent des mélanges de produits. D’autre part, il apparait aussi que les PHA-mcl sont
beaucoup moins étudiés que les PHA-scl, probablement à cause de leur non-disponibilité
commerciale. Pourtant, de nombreux auteurs s’accordent sur le potentiel des PHA-mcl
pour des applications biomédicales, notamment grâce à leur température de fusion plus
faible ainsi que leur plus faible cristallinité.
Dans la suite de ce travail, nous avons choisi de nous intéresser à la synthèse de
copolymères amphiphiles à base de PHAs de différentes architectures, puis d’étudier leur
auto-assemblage en milieu aqueux. Dans un premier temps, nous nous intéresserons au
développement d’une méthode permettant de fonctionnaliser simplement et de manière
efficace les PHAs avec des oligomères préformés de poly(éthylene glycol) (PEG). Puis
des copolymères amphiphiles à base de PHA-mcl et de PEG de différentes architectures
seront synthétisés (copolymères à blocs, greffés) et leur auto-association en milieu aqueux
sera étudiée. Enfin, dans le but de synthétiser des nano-ojbets plus complexes présentant
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un coeur multicompartimenté, des copolymères amphiphiles greffés porteurs de chaînes
perfluorées seront synthétisés et leur auto-assemblage en milieu aqueux sera étudié.
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Chapitre 2
Préparation d’un PHA « clickable » et
synthèse de copolymères amphiphiles
greffés
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Dans le chapitre précédent, l’état de l’art concernant la synthèse de copolymères à
base de PHAs a été présenté. Il a été montré que les méthodes permettant la synthèse
de copolymères à partir d’oligomères préformés ne sont pas totalement satisfaisantes,
celles-ci générant de faibles rendements, nécessitant des étapes complexes de purification
ou ne permettant pas la synthèse de copolymères bien définis.
Afin de pallier à ces limitations, nous nous sommes intéressés à l’utilisation de la chi-
mie « click » pour la synthèse de copolymères amphiphiles greffés à base de PHAs. Le
concept de chimie « click » caractérise des réactions sélectives, stéréospécifiques, ther-
modynamiquement favorisées et assurant de bons rendements. Parmi ces réactions, la
cycloaddition de Huisgen catalysée par le cuivre (I) (Copper I-catalyzed azide-alcyne
cycloaddition, CuAAC) est largement utilisée, réunissant au mieux ces propriétés.
Afin d’évaluer l’efficacité de cette réaction pour la synthèse de PHAs amphiphiles, le
greffage de chaînes de poly(éthylène glycol) (PEG) de masses molaires de 550 g.mol-1 et
de 5000 g.mol-1 (PEG550 et PEG5000) a été investigué. Dans un premier temps, des oli-
gomères de poly(3-hydroxyoctanoate)-co-(3-hydroxyundécènoate) (PHOU) ont été syn-
thétisés par méthanolyse, puis les doubles liaisons pendantes du PHOU ont été quan-
titativement oxydées en acides carboxyliques grâce à l’action du KMnO4 en présence
d’éther couronne 18-couronne-6 et d’acide acétique. Les acides carboxyliques ainsi for-
més ont permis le greffage d’alcool propargylique par estérification, générant un PHA
« clickable » porteur de triples liaisons. Enfin, le greffage des oligomères de PEG porteurs
de fonction azoture a finalement été réalisé en présence d’iodure de cuivre (CuI) ainsi que
de N,N,N’,N”,N”-pentaméthyldiéthylènetriamine (PMDETA) dans le dichlorométhane.
Les résultats ont montré le succès du greffage du PEG de 550 g.mol-1 avec un taux de
conversion de 94% ainsi que celui du PEG de 5000 g.mol-1 avec un taux de conversion de
84%. Cette étude démontre donc l’efficacité de la CuAAC pour le greffage d’oligomères
préformés, même dans le cas d’oligomères de masses molaires relativement importantes.
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2.1 Abstract
2.1 Abstract
A new synthesis of amphiphilic biodegradable copolymers consisting of hydrophobic
poly(3-hydroxyalkanoate) (PHA) backbone and hydrophilic poly(ethylene glycol) (PEG)
units as side chains is described. Poly(3-hydroxyoctanoate-co-3-hydroxyundecenoate)
(PHOU) was first methanolyzed and its unsaturated side chains were quantitatively oxi-
dized to carboxylic acid. Esterification with propargyl alcohol led to an alkyne-containing
“clickable” PHA in 71% conversion. Its reactivity was successfully demonstrated by graf-
ting azide-terminated PEG chains of 550 and 5000 g.mol-1, respectively. All products
were fully characterized using GPC, 1H and COSY NMR.
2.2 Introduction
Poly(3-hydroxyalkanoates) (PHAs) are bacterial polyesters that can be considered
as promising biopolymers due to their renewability, biodegradability and biocompatibi-
lity.[1] These two latter properties make them good candidates for medical applications
(tissue engineering, drug delivery carrier) ;[2] however, their hydrophobic character and
their slow hydrolytic degradation often limit their use.[3] Compared to other aliphatic
polyesters, poly(3-hydroxyoctanoate-co-3-hydroxyundecenoate) (PHOU) has the major
advantage to be functionalized on its side chains, allowing post-polymerization modi-
fications ; a range of functional groups have been introduced, such as epoxide,[4] car-
boxylic acid,[5, 6] chlorine,[7] or hydroxyl groups.[8–10] These functional groups can be
used to further conjugate oligomers, bioactive compounds or targeting molecules. Poly
(ethylene glycol) (PEG), as hydrophilic and biocompatible polyether, is widely used in
biomedical research and applications.[11–15] The presence of PEG is of particular in-
terest, as PEG-functionalized polymers can be used in aqueous media, are resistant to
protein adsorption and exhibit enhanced resistance time in delivery applications.[16–18]
We previously reported grafting of PEG oligomers on poly(3-hydroxyoctanoate-co-9-
carboxy-3-hydroxydecanoate) (PHOD) by direct esterification, but the efficiency of the
method only allowed grafting of small oligomers.[19] Because of its high selectivity, relia-
bility and tolerance to a broad range of functional groups and reaction conditions, “click
chemistry”, especially the Cu-catalyzed azide-alkyne 1,3-dipolar cycloaddition (CuAAC)
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is a powerful tool for post-polymerization modification of polymers.[20, 21] In this re-
port, we focused on the application of CuAAC to the synthesis of amphiphilic PHA-g-
PEG copolymers. To achieve this goal, PHOU was first methanolyzed and double bonds
were oxidized to carboxylic acid functions. The resulting PHOD oligomers were esterified
with propargyl alcohol using carbodiimide chemistry, leading to an alkyne-functionalized
PHA. Finally, grafting of two azide-terminated PEG chains of 550 and 5000 g.mol-1, res-
pectively, was studied. Copolymers were fully characterized using GPC, 1H and COSY
NMR.
2.3 Experimental Part
2.3.1 Materials
Anhydrous MeOH 99.8 %, N -(3-dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimide hydro-
chloride (EDC hydrochloride), propargyl alcohol, poly(ethylene glycol) methyl ether ave-
rage Mn ~550 (PEG550) , p-toluenesulfonyl chloride 99.5% (TsCl), poly(ethylene glycol)
monomethyl ether mesylate 5000 (PEG5000-OMs), sodium azide 99.5 %, copper(I) io-
dide 99.5 %, and N,N,N’,N”,N”-pentamethyldiethylenetriamine 99 % (PMDETA) were
purchased from Sigma Aldrich. 18-crown-6 99%, acetic acid, 4-dimethylaminopyridine
(DMAP) 99% were obtained from Acros Organics. Sulfuric acid 95%, DMSO synthesis
grade and pyridine synthesis grade were obtained from SDS. PHOU was obtained from
EMPA, Swiss Fed Labs Mat Testing & Res, Lab Biomat, CH-9014 St Gallen, Switzer-
land, synthesized following a previously reported procedure.[22] Its molar composition
is of 14% of unsaturated units and 86% of 3-hydroxyoctanoate, as determined by 1H
NMR. CH2Cl2 was obtained from SDS and was distilled over CaH2 before use. All other
materials were used without further purification.
2.3.2 Synthesis of PHOU oligomers (1)
PHOU (250 mg) was dissolved in 10 mL of CH2Cl2. 10 mL of anhydrous MeOH
were introduced to the solution and 0.75 mL of H2SO4 was added. The solution was
then stirred at 100°C (the vessel was hermetically closed) for 8 minutes to obtain the
desired molar mass. After cooling in an ice bath, 5 mL of distilled water were added ;
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after decantation, the organic layer was washed again with distilled water, dried under
MgSO4 and filtered. The solvent was evaporated and the resulting product was dried
under vacuum at 40°C (yield 93%).
2.3.3 Oxidation of PHOU oligomers (2)
PHOU oligomers were oxidized following a previously reported procedure.[23]
2.3.4 Synthesis of PHOD-alkyne (3)
2 (0.29 g, 1.95 mmol i.e. 0.27 mmol of COOH groups) was dissolved in 7 mL of CH2Cl2
under Argon. Propargyl alcohol (1.14 mL, 19.6 mmol) and EDC hydrochloride (155 mg,
0.81 mmol) were added and the mixture was stirred for 48h at room temperature. 5mL
of CH2Cl2 were added and the solution was washed twice with 2 mL of NH4Cl 1M.
After drying of the organic phase over MgSO4, the solvent was removed under reduced
pressure and the polymer was dried under vacuum to yield 3 as a yellow viscous liquid
(yield 86%).
2.3.5 Synthesis of PEG azide
2.3.5.1 Tosylation of PEG550
PEG (5 g, 9.1 mmol) was dissolved in 30 mL of CH2Cl2/ Pyridine (1 :1) solution. p-
toluenesulfonyl chloride (2.08 g, 10.9 mmol) and DMAP (56 mg, 0.45 mmol) were added
and the solution was stirred for 5h. 40 mL of cold water were added and the aqueous
phase was extracted three times with 40 mL of CH2Cl2. The combined organic phases
were successively washed with 3x40 mL NH4Cl sat. solution and 3x40mL NaCl sat.
solution. After drying over MgSO4, the organic phase was concentrated under reduced
pressure and the resulting product (PEG550-OTs) dried under vacuum (yield 95%).
2.3.5.2 Azidation procedure for PEG550-OTs and PEG5000-OMs
PEG550-OTs (3.5 g, 4.97 mmol) was dissolved in 15mL of dry DMF under Argon.
NaN3 (975 mg, 15 mmol) was added and the solution was stirred at 80°C for 24h. After
removing DMF under reduced pressure, 50 mL of CH2Cl2 were added and the resulting
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solution was washed 3 times with 25 mL of H2O. The organic phase was dried over
MgSO4 and solvent was removed under reduced pressure to give PEG550-N3 in 83%
yield. Same procedure was applied for PEG5000-OMs (PEG5000-N3, 77% yield).
2.3.6 Synthesis of PHA-g-PEG (4)
3 (0.312 g, 2.03 mmol, 0.2 mmol of triple bonds) was dissolved in 6 mL of CH2Cl2.
Copper (I) iodide (15 mg, 40% mol relatively to triple bonds, 0.08 mmol) and PMDETA
(42 µL, 0.2 mmol) were added to the stirring polymer solution. PEG550-N3 (115 mg, 0.2
mmol) dissolved in a minimum of CH2Cl2 (3mL) was added and the reaction mixture
was heated at 50 °C for 48h. The solvent was then removed under reduced pressure and
the crude product was dissolved in 50 mL of DMSO. 4 was purified by dialysis against
water (molecular weight cut off, 6-8 000 Da) for 5 days, and recovered by freeze-drying
(yield 73%).
2.3.7 Polymer Characterization
1H-and COSY-NMR spectra were recorded in CDCl3 using a Bruker 400 MHz NMR
spectrometer. Gel permeation chromatography (GPC) experiments were performed in
THF (1 mL.min-1) at room temperature using a Spectra Physics P100 pump, and two
PLgel Polymer Laboratories columns (5 µm Mixte-C). A Wyatt Technology Optilab Rex
interferometric refractometer was used as detector. The molar masses were calibrated
with polystyrene standards. DSC measurements were conducted on a Perkin Elmer Dia-
mond DSC apparatus. The following protocol was used for each sample : heating from
-105 to +150 °C at 10 °C.min-1, cooling to -105 °C at 200°C.min-1 and then heated again
to 150 °C at 10 °C.min-1. The glass transition temperatures (Tg) reported in the table
1 correspond to second runs.
2.4 Results and Discussion
In this study, two amphiphilic PHA-g-PEG copolymers with controlled segment length
and narrow molecular weight distribution were synthesized via “click” chemistry. To
find out the influence of PEG length on the reactivity, PEG550 and PEG5000, where 550
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and 5000 corresponds to their theoretical number-average molecular weight (Mn), were
considered.
The synthesis route is given by Figure 2.1.
Figure 2.1: Synthesis route of PHA-g-PEG
First, well defined PHOU oligomers were prepared by acid-catalyzed methanolysis.[23]
By controlling reaction time, oligomers with Mn of around 5000 g.mol-1 were obtained
in 93% mass yield (Table 2.1).
Samplea) Yield Conversion Mnb) Mnc) PDIc) Tgd) Tme) ΔHme)
% % g.mol-1 g.mol-1 °C °C J.g-1
PHOU5000 93f) — 4900 5600 1.9 −38 — —
PHOD 96 100 4900 4700 2.2 −32 — —
PHOD-alkyne 86 71 5100 4400 1.9 −42 — —
PHA5000-g-PEG550 73 94 — 6100 1.7 −40 — —
PHA5000-g-PEG5000 80 84 — 16300 1.8 — 54 76
a)The subscript number are the Mn of the oligomers estimated from 1H NMR measurements ;
b)Determined by 1H NMR ; c)Determined by GPC (THF, polystyrene standards) ; d)Obtained from
the second heating run of DSC ; e)Obtained from the first heating of DSC ; f)Mass yield
Table 2.1: Characteristics of modified PHAs
Their molar mass was calculated by integration of the 1H NMR spectral signal at 3.6
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ppm (i, OCH3 PHA backbone) against the signal at 5.15 ppm (b,b’, OCHRCH2 PHA
backbone) (Figure 2.2).
Figure 2.2: 1H NMR spectrum of PHOU5000 oligomers
Values obtained from GPC analysis were in good agreement with 1H NMR calculation.
Furthermore, the percentage of unsaturation was found to be 14%, as in the native
PHOU, confirming the insensitivity of double bonds to methanolysis.
PHOU oligomers were converted in PHOD oligomers according to our previous re-
ported procedure.[5] Potassium permanganate and 18-crown-6 as phase transfer agent
were used to quantitatively oxidize double bonds to carboxylic acid. The structure of
2 was confirmed by 1H NMR (data not shown), indicating the total disappearance of
the ethylenic protons at 4.95 and 5.75 ppm. No significant modification of the molecular
weight was observed after oxidation.
The side terminal carboxylic acid functions of the oligomers were used to acetylene-
functionalize PHOD by esterification with propargyl alcohol using EDC hydrochloride
as coupling agent. This reaction occurred at room temperature in dichloromethane to
give PHOD-alkyne 3 in 86% yield. 1H NMR investigations (Figure 2.3a) confirmed the
structure of 3 with the appearance of new signals at 4.65 ppm (g, OCH2C≡CH ) and
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2.45 ppm (h, OCH2C≡CH).
The presence of h was validated by COSY NMR (Figure 2.3b), showing overlapping of
the signal with the CH2 polymer backbone protons a,a’ (correlation g→h). The conver-
sion in acetylene groups was calculated from the relative integration of signal at 4.65
ppm (g) against signal at 5.15 ppm (b,b’) (Table 2.1). The optimisation of reaction
conditions did not allow increasing the conversion rate ; it could be assigned to the fact
that COOH side terminal groups did not fully react because of formation of N-acylurea
as by product.[24] This compound is unreactive toward alcohol and does not form ester
bonds. Molar masses calculated from 1H NMR analysis, in good agreement with those
from GPC analysis, did not show obvious changes compared to PHOD precursor, in-
dicating that the esterification conditions did not cause significant degradation of the
polyester. It is noteworthy that Tg of PHOD-alkyne is lower than the PHOD one ; it can
be attributed to the absence of hydrogen bonding in the esterified product.
a,w-PEG monomethyl ether azide was synthesized by nucleophilic substitution of
mesylated-PEG5000 methyl ether using sodium azide.[25] For PEG550 a tosylated PEG
derivative was used. The presence of the terminal azide group was characterized by a
stretching frequency at 2105 cm-1 in the FTIR spectrum and by 1H NMR (disappea-
rance of tosyl proton signals at 2.39, 7.26 and 7.73 ppm or mesyl protons at 3.04 ppm,
respectively) (results not shown).
« Click » CuAAC of 3 with PEG-azide was performed in dichloromethane at 50°C,
using CuI and PMDETA as catalyst and base, respectively (Scheme 1). After evaporation
of dichloromethane and dissolution in DMSO, the resulting copolymers were purified by
dialysis against water in order to remove free unreacted PEG and recovered by freeze-
drying. The success of the reaction was confirmed by FTIR with the disappearance of
the azide signal at 2105 cm-1 and by 1H NMR. The spectrum of PHA5000-g-PEG550 is
given in Figure 2.4.
Effective grafting was attested by the shifting of the signal g : it becomes more de-
blinded (from 4.65 ppm to 5.1ppm) in a of triazole ring than in a of triple bond. The
HSQC spectrum showed overlapping of this signal with b,b’ (spectrum not shown). We
can also notice the appearance of signals h and i, corresponding to the triazole proton
and the PEG methylene protons in a of triazole ring, respectively. The conversion rate
was calculated from the relative integration of signal m (OCH3 PEG end chain) against
a,a’ (OCHRCH2 PHA backbone) (Table 1). GPC analysis revealed a substantial in-
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Figure 2.3: (a) 1H NMR and (b) COSY spectrum of PHOD-alkyne
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Figure 2.4: 1H NMR spectra of PHA5000-g-PEG550
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crease in molecular weight compared to PHOD-alkyne in the expected order of height ;
indeed, with a 5000 g.mol-1 PHA oligomer esterified at 71%, one can foresee about 3.3
PEG-grafted chains. For PHA5000-g-PEG550, the conversion rate is 94%, meaning the
grafting of 3.1 PEG chains ; concerning PHA5000-g-PEG5000, the conversion rate is 84%,
corresponding to 2.8 PEG chains grafted.
DSC analyses of graft copolymers (Table 2.1) were also taken. In PHA5000-g-PEG550,
the mass fraction of PEG represents 26% ; the incorporation of short and soft segments
did not notably modify the Tg of PHA5000. In case of PHA5000-g-PEG5000, the mass frac-
tion of PEG is 74%. The copolymer exhibited semi-crystalline behaviour and a melting
temperature similar to the melting temperature of native PEG segment (60°C) ; the Tg
cannot be detected.
2.5 Conclusion
In summary, a new strategy to functionalize PHAs has been presented. This synthesis
relied on alkyne-functionalization of PHA and subsequent grafting of azide-terminated
PEG chains using « click » chemistry. More precisely, grafting of PEG550 and notably
PEG5000 chains were performed, demonstrating efficiency of the method on modified
PHAs. Consequently, this approach represents a convenient and promising method to
further extend PHA’s chemical diversity.
Efforts are now focused on studying the amphiphilic properties of copolymers, espe-
cially the influence of both PHAs and PEG chains length, as well as their aggregation
behaviour in water.
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Chapitre 3
Synthèse de copolymères amphiphiles
diblocs PHA-b-PEG par chimie
« click »
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Présentation de l’article
Présentation de l’article
Les résultats du chapitre précédent (Chapitre 2) ont montré que la cycloaddition
de Huisgen catalysée par le cuivre (I) (CuAAC) était une méthode de choix pour la
synthèse de copolymères amphiphiles greffés à base de PHAs, spécialement dans le cas
de l’utilisation d’oligomères de PEG de masses molaires relativement élevées.
Dans cet article, nous nous sommes intéressés à la synthèse de divers copolymères
d’architecture « à blocs » possédant un PEG-N3 de 5000 g.mol-1 comme partenaire
hydrophile et des oligomères de PHAs de différentes natures (PHA-scl et PHA-mcl)
et de différentes masses molaires comme partenaires hydrophobes. Des oligomères de
poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalérate) (PHBHV), poly(3-hydroxybutyrate-co-3-
hydroxyhexanoate) (PHBHHx) ainsi que de poly(3-hydroxyoctanoate-co-3-hydroxyhexa-
noate (PHOHHx) ont tout d’abord été préparés par traitement thermique (3800 g.mol-1
<Mn< 15000 g.mol-1). Ils ont ensuite été quantitativement fonctionnalisés par de la
propargylamine afin d’introduire une fonction alcyne. Enfin, les blocs de PHAs et de
PEG ont été couplés par CuAAC en présence d’iodure de cuivre et de PMDETA dans
le chloroforme.
Les analyses par résonance magnétique nucléaire (RMN), chromatographie d’exclusion
stérique (SEC) et thermogravimétrie (TGA) ont montré le succès du couplage quelle
que soit la nature ou la masse molaire du PHA ; des copolymères bien définis de 9900 à
23100 g.mol-1 ont ainsi été obtenus. En résumé, cette méthode permet donc une synthèse
modulaire, simple à mettre en oeuvre et efficace de copolymères amphiphiles diblocs à
base de PHA-scl et de PHA-mcl. Une étude de l’auto-association en milieu aqueux des
copolymères à base de PHA-mcl sera présentée dans le chapitre 4.
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3.1 Abstract
3.1 Abstract
A modular synthesis of short chain length and medium chain length poly(3-hydroxyal-
kanoate)s-b-poly(ethylene glycol) (PHAs-b-PEG) diblock copolymers is described. First,
length-controlled oligomers of hydrophobic poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalera-
te) (PHBHV), poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyhexanoate) (PHBHHx) and poly(3-
hydroxyoctanoate-co-hydroxyhexanoate) (PHOHHx) containing a carboxylic acid end
group were obtained by thermal treatment, with molar masses ranging from 3800 to
15000 g.mol-1. After quantitative functionalization with propargylamine, ligation with
azide-terminated poly(ethylene glycol) of 5000 g.mol-1 was accomplished using the cop-
per (I) catalyzed azide alkyne cycloaddition (CuAAC). Well-defined diblock copolymers
were obtained up to 93% yield, with molar masses ranging from 9900 to 23100 g.mol-1.
All products were fully characterized using 1H NMR, COSY, SEC, TGA and DSC.
3.2 Introduction
Poly(3-hydroxyalkanoates) (PHAs) are a class of natural biodegradable polyesters
accumulated by many bacteria as carbon and energy supply when an essential nutrient
is limited.[1, 2] Using various substrates, a wide variety of PHAs are synthesized, differing
notably by the length of their side chains.[3] Two types are distinguished, one with short-
chain- length, or scl-PHAs, possessing alkyl side chains having up to two carbon atoms ;
medium-chain-length PHAs, or mcl-PHAs, have at least three carbon atoms on their
side chains. The length of side chains leads the physical properties of PHAs, rigid and
brittle for scl-PHAs, soft and elastomeric for the mcl-PHAs.
With biocompatibility as desirable feature, PHAs are good candidates for biomedi-
cal applications, including biomedical devices, tissue engineering or biodegradable drug
carriers.[4, 5] For the latter application, the introduction of a hydrophilic polymer is re-
quired to achieve amphiphilic structure. Poly(ethylene glycol) (PEG), as biocompatible
polyether, is of special interest due to its low toxicity, non-immunogenicity and its resis-
tance to protein adsorption.[6–8] Different strategies were used to build natural PHAs-
PEG copolymers. Using the functionalized side chains of poly[(3-hydroxyoctanoate)-
co-(3-hydroxyundecenoate)] (PHOU), grafted PEG copolymers were synthesized.[9] In
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another approach, triblock copolymers were obtained in a two-steps procedure ;[10] af-
ter transesterification of natural poly(3-hydroxybutyrate) (PHB) with ethylene glycol,
the resulting PHB-diol was coupled to methoxy PEG monopropionic acid via carbodii-
mide chemistry. Besides, the synthesis of diblock copolymers was achieved in one-step
transesterification of PHB with monomethoxy PEG in presence of bis(2-ethylhexanoate)
tin as catalyst.[11] However, control in block length is tricky, as only low molar masses
copolymers were obtained.
In this paper, we aim to develop a simple and efficient method to synthesize PHA-
b-PEG diblock copolymers with controlled size and easy purification. With different
native physical properties, scl- and mcl- PHAs have been studied : poly(3-hydroxybuty-
rate-co-3-hydroxyvalerate) (PHBHV), poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyhexanoate)
(PHBHHx) and poly(3-hydroxyoctanoate-co-3-hydroxyhexanoate) (PHOHHx). First, well-
defined PHAs oligomers were prepared by thermal treatment ; by varying the time of
reaction, different block lengths were synthesized, from 3800 to 15000 g.mol-1. The car-
boxylic acid end-groups of the blocks were then used to quantitatively couple propar-
gylamine. Finally, to achieve copolymers preparation, we used the copper (I) catalyzed
azide-alkyne cycloaddition (CuAAC),[12–14] which has been proven to be a very efficient
reaction in the ligation of preformed blocks.[15] Azide-terminated PEG of 5000 g.mol-1
was grafted, leading to perfectly defined copolymers. All oligomers and copolymers were
fully characterized by 1H and COSY NMR, SEC, TGA and DSC analysis.
3.3 Experimental Part
3.3.1 Materials
N -(3-dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimide hydrochloride (EDC hydrochloride)
commercial grade, N -hydroxysuccinimide 98% (NHS), propargylamine 98%, poly(ethy-
lene glycol) methyl ether Mn = 5000 g.mol-1 (MeO-PEG5000) , methanesulfonyl chlo-
ride ≥99 % (MsCl), sodium azide 99.5 %, copper(I) iodide 99.5 %, anhydrous N,N -
dimethylformamide 99,8 % (DMF) and N,N,N’,N”,N”-pentamethyldiethylenetriamine
99 % (PMDETA) were purchased from Sigma Aldrich. PHBHV was supplied from ICI
as Biopol. PHBHHX was supplied from Procter and Gamble. PHOHHx was obtained
from EMPA, Swiss Fed Labs Mat Testing & Res, Lab Biomat, CH-9014 St Gallen, Swit-
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zerland, synthesized following a previously reported procedure.[16] Isopropanol (iPrOH)
was obtained from SDS. CH2Cl2 and CHCl3 were obtained from SDS and were distilled
over CaH2 before use. All other materials were used without further purification.
3.3.2 Synthesis of Poly(ethylene glycol) (PEG) azide
3.3.2.1 Mesylation of MeO-PEG5000
Procedure was accomplished according to a modified reported procedure.[17] PEG5000
methyl ether (10 g, 2 mmol) and triethylamine (1.4 mL, 10 mmol) were placed in 30 mL
of anhydrous CH2Cl2 under Argon at 0°C. MsCl (780µL, 10 mmol) dissolved in 30 mL
of CH2Cl2 was added dropwise and the solution was left to stir overnight (0°C to RT).
After concentration under vacuum, the solution was precipitated twice in iPrOH ; the
product was recovered by filtration and dried under vacuum (92% yield).
3.3.2.2 Azidation of MeO-PEG5000-OMs
MeO-PEG5000-OMs (9.89 g, 1.98 mmol) was dissolved in 60 mL of dry DMF under
Argon. NaN3 (643 mg, 9.89 mmol) was added and the solution was stirred at 80°C
for 24h. After removing DMF under reduced pressure, 40 mL of CH2Cl2 were added.
The solution was then filtered to remove the excess of NaN3 and precipitated twice in
400 mL of iPrOH. The product was recovered by filtration and dried under vacuum
(MeO-PEG5000-N3, 88% yield).
3.3.3 Preparation of PHAs oligomers
500 mg of PHA were placed at 190°C for a determined time. PHBHV and PHBHHx
were dissolved in 20 ml of CH2Cl2, precipitated in 200 ml of EtOH, filtered and dried
under vacuum. PHOHHx was analyzed without further purification.[18, 19] The molar
masses were determined by 1H NMR and SEC. Polydispersity indexes were determined
by SEC (Table 3.1).
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PHA Reaction time Yield Mna) Mn PDI
oligomers min % g.mol-1 g.mol-1
PHBHV1 60 99 13300 15000b) 1.8b)
PHBHV2 90 95 7000 8400b) 1.6b)
PHBHV3 240 90 3400 4350b) 1.4b)
PHBHHx 420 98 4100 3900b) 1.6b)
PHOHHx1 180 99 8100 6900c) 2.2c)
PHOHHx2 300 99 3500 3800c) 2c)
a) Determined by 1H NMR ; b) Determined by SEC in CHCl3, polystyrene standards ; c) Determined by
SEC in THF, polystyrene standards.
Table 3.1: Molecular characteristics of PHA oligomers.
3.3.4 Functionalization of PHAs oligomers
Typical procedure : PHBHV (Mn= 7000 g.mol-1, 250 mg, 0.036 mmol) was placed in
5 ml of CH2Cl2. EDC (34 mg, 0.18 mmol), NHS (20 mg, 0.18 mmol) and propargylamine
(23 µL, 0.36 mmol) were added and the mixture was allowed to stir for 48h. 30 mL of
CH2Cl2 were added and the solution was washed three times with 30 ml of saturated
NH4Cl, once with saturated NaCl solution, and then dried over MgSO4. After removing
the solvent by rotary evaporation, the product was dried under vacuum (Yield 93%).
The same method was applied for PHBHHx and PHOHHx oligomers, and the products
were characterized by 1H NMR and SEC (Table 3.2).
Functionalized Yield Conversiona) Mna) Mn PDI
oligomers % % g.mol-1 g.mol-1
PHBHV1-≡ 95 100 15100 16200b) 1.7b)
PHBHV2-≡ 93 100 7500 9200b) 1.5b)
PHBHV3-≡ 83 100 3900 5100b) 1.3b)
PHBHHx-≡ 91 100 4500 3600b) 1.7b)
PHOHHx1-≡ 92 100 7300 5700c) 2.2c)
PHOHHx2-≡ 90 100 3400 3600c) 1.9c)
a) Determined by 1H NMR ; b) Determined by SEC in CHCl3, polystyrene standards ; c) Determined by
SEC in THF, polystyrene standards.
Table 3.2: Alkyne functionalization of PHA oligomers.
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3.3.5 Synthesis of Poly(3-hydroxyalkanoate)-b-poly(ethylene glycol)
(PHA-b-PEG)
Typical procedure : Alkyne-terminated PHOHHx oligomer (Mn= 8100 g.mol-1, 0.390
g, 0.048 mmol) was dissolved in 8 mL of CH2Cl2. Copper (I) iodide (4 mg, 40% mol
relatively to triple bonds, 0.0019 mmol), PMDETA (10 µL, 0.048 mmol) and MeO-
PEG5000-N3 (726 mg, 0.144 mmol) were added and the reaction mixture was stirred in
closed vessel at 50 °C for 48h. The solvent was removed under reduced pressure and the
crude product was dissolved in 100 mL of DMSO and diluted with the same volume of
water under vigorous stirring. The resulting colloidal suspension was then transferred
into an ultrafiltration cell and purified against water (molecular weight cut off 30000 Da)
for 5 days. The product was recovered by freeze-drying (yield 73%). The same method
was applied for all PHAs, and all copolymers were characterized by 1H NMR and SEC
(Table 3.3).
Block Yield Mna) Mn PDI PHA contenta) PHA contentd)
copolymers % g.mol-1 g.mol-1 wt.-% wt.-%
PHBHV1-b-PEG 72 25700 23100b) 1.5 75 70
PHBHV2-b-PEG 84 12600 20500b) 1.3 55 56
PHBHV3-b-PEG 48 9400 17300b) 1.3 39 43
PHBHHx-b-PEG 53 9100 7200b) 1.3 47 48
PHOHHx1-b-PEG 93 15100 11100c) 1.6 58 54
PHOHHx2-b-PEG 91 10400 9900c) 1.4 46 42
a) Determined by 1H NMR ; b) Determined by SEC in CHCl3, polystyrene standards ; c) Determined by
SEC in THF, polystyrene standards ; d) Determined by TGA.
Table 3.3: Molecular characteristics of PHA-b-PEG copolymers.
3.3.6 Polymer Characterization
1H and COSY-NMR spectra were recorded in CDCl3 using a Bruker 400 MHz NMR
spectrometer. Size exclusion chromatography (SEC) experiments were performed in THF
(1 mL.min-1) and CHCl3 (1 mL.min-1) at room temperature using a Spectra Physics
P100 pump, and two PLgel Polymer Laboratories columns (5 µm Mixte-C). A Wyatt
Technology Optilab Rex interferometric refractometer was used as detector. The molar
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masses were calibrated with polystyrene standards. DSC measurements were conducted
on a Perkin Elmer Diamond DSC apparatus. The following protocol was used for each
sample : heating from -105 to +170 °C at 10 °C.min-1, cooling to -105 °C at 200°C.min-1
and then heated again to 170 °C at 10 °C.min-1. The glass transition temperatures (Tg)
reported in the Table 3.4 correspond to second runs. TGA analyses were performed on a
Setaram Setsys Evolution 16 apparatus, by heating the samples at a rate of 10°C.min-1
from 20°C to 600°C under argon atmosphere.
3.4 Results and Discussion
3.4.1 Synthesis of PHAs oligomers
A series of scl- and mcl-PHAs oligomers was synthesized by thermal treatment at
190°C using PHBHV, PHBHHx and PHOHHx as native PHAs (Figure 3.1).[18, 19]
Figure 3.1: Preparation of PHAs oligomers by thermal degradation.
Different reaction times were used to obtain a range of molar masses, from 60 to 420
min. This method has the major advantage to produce well-defined oligomers, with an
unsaturated end group on one side and a carboxylic acid on the other side ; it results
from a b-elimination reaction, following an exponential process.[18] The presence of
unsaturated end-groups permitted the 1H NMR determination of the molar masses by
comparing the intensity of ethylenic groups to the methine protons of PHA backbone
chain. The molar masses were also calculated by SEC using polystyrene standards as
calibration method. The results are summarized in Table 3.1. Oligomers from 3500 to
13300 g.mol-1 were obtained. The crystalline PHBHV and PHBHHx oligomers were
purified by precipitation in ethanol. PHOHHx oligomers, as viscous liquids, were used
without further purification. This explains the narrower polydispersity index (PDI) of
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PHBHV and PHBHHx oligomers than PHOHHx oligomers. Finally, it is noteworthy
that thermal resistance of PHOHHx is higher than PHBHV, probably due to the longer
pendent side chain lowering the b-elimination speed.
3.4.2 Functionalization of PHA oligomers
To achieve CuAAC coupling of PHAs and PEG blocks, it is necessary to introduce
azide and alkyne functions on the oligomers. MeO-PEG5000 was functionalized with azide
in a two-step procedure. First, the hydroxyl end groups were converted to leaving groups
using MsCl. Sodium azide was then used to quantitatively functionalize the polymer.
The reaction was monitored by 1H NMR, with the disappearance of the mesyl protons
at 3.05 ppm and by FTIR with the appearance of the N3 stretching frequency at 2105
cm-1 (data not shown). For PHAs oligomers, the carboxylic acid end-chains were used
to graft propargylamine using EDC and NHS as coupling agents (Figure 3.2).
Figure 3.2: Synthesis route to PHAs-b-PEG.
The reaction occurred at room temperature in dichloromethane in good yields ran-
ging from 83% to 95% (Table 3.2). 1H NMR investigations confirmed the structure of
the functionalized oligomers. An example is given in Figure 3.3 with the spectrum of
PHBHV1-≡.
New signals at 2.21ppm, 4.01 ppm and 6.26 ppm were attributed to the acetylenic
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Figure 3.3: 1H NMR spectrum of PHBHV1-≡.
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proton k, methylene j and –NH– i, respectively. The conversion rate was calculated using
the relative integration of the ethylenic proton a versus the integration of j. The reaction
proceeded with quantitative conversion for all oligomers. 1H NMR and SEC investiga-
tions of the molar masses did not show significant changes comparing to the precursors,
indicating that amidification conditions did not cause side reactions or degradation of
the polyesters.
3.4.3 Synthesis and characterization of diblock copolymers
Ligation of the blocks was accomplished using CuAAC in dichloromethane at 50°C in
closed vessel, with copper (I) iodide as copper source and PMDETA as base (Figure 3.2).
After the reaction, the crude product was dissolved in DMSO and diluted with the same
volume of water under vigorous agitation. All copolymers self-assembled in colloidal sus-
pensions ; they were subsequently poured into ultrafiltration cell to remove unreacted
PEG, using 30000 Da molecular weight cut off membrane. This membrane appeared to
be suitable for all copolymers, since the solution in the cell remained turbid, and only
clear solution was salted out in the trash. After purification, PHBHV and PHBHHx-
based copolymers were both unstable colloidal suspensions, whereas PHOHHx-based
copolymers were present as very stable colloidal suspensions. Our preliminary studies
showed that they form stable micelles in aqueous media, with low critical micelle concen-
trations (results will be reported elsewhere). Yields of the purified copolymers are given
in Table 3. It has to be noted that yields of PHBHV3-b-PEG and PHBHHx-b-PEG are
smaller than PHBHV1-b-PEG and PHBHV2-b-PEG copolymers ; since PHBHV3-b-PEG
and PHBHHx-b-PEG are smaller copolymers, it can be explainable by the removing of
more water-soluble chains during the purification process. Concerning PHOHHx copoly-
mers, their relatively good yields can be justified by the higher stability of the colloidal
suspensions ; since stable micelles are formed, fewer free chains are present in the so-
lution and thus are not removed during ultrafiltration. The chemical structure of the
diblock copolymers was investigated by NMR ; Figure 3.4 shows 1H NMR spectrum of
PHOHHx1-b-PEG, possessing both PHOHHx and PEG signals.
Coupling was attested by the appearance of the triazole proton t at 7.67 ppm. We
can also notice the shifts of the –NH– proton r to more deblinded field, from 6.33 ppm
(1H NMR spectrum of PHOHHx1-≡, not shown) to 6.59 ppm, and of the methylene
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Figure 3.4: 1H NMR spectrum of PHOHHx1-b-PEG.
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s, shifting from 4.01 ppm to 4.44 ppm. The methylene s is overlapped with the PEG
methylene u in a of triazole ring. The attribution of the signals was established thanks
to their NMR COSY correlations (Figure 3.5) : s correlates with its neighbour r, while
the PEG methylene u correlates with the methylene v.
Figure 3.5: COSY spectrum of PHOHHx1-b-PEG.
Molar masses of the copolymers were calculated by 1H NMR using the relative inten-
sity of the ethylenic proton a versus the methylene PHOHHx backbone protons b,i and
the methoxy PEG protons y (Table 3.3).
SEC analyses were also performed to determine molar masses and polydispersity in-
dexes of the copolymers (Table 3.3). All SEC chromatograms exhibit monomodal peaks,
attesting for a quantitative coupling ; an example is given in Figure 3.6 representing the
chromatogram of PHBHHx-b-PEG and its precursor, with a smaller retention time for
the copolymer. It has to be noted that polydispersity indexes are narrower than those
from the precursors ; it can be explained by the removal of the smallest chains during
the purification process.
Thermal stability of the diblock copolymers was evaluated using TGA under dynamic
Argon atmosphere. Figure 3.7 shows the thermal degradation profile of PHOHHx1-b-
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Figure 3.6: Size exclusion chromatography (SEC) traces of (a) PHBHHx oligomer and
(b) PHBHHx-b-PEG.
PEG with its precursors.
Figure 3.7: TGA curves for (a) MeO-PEG5000, (b) PHOHHx1-b-PEG and (c) PHOHHx1
oligomer.
The copolymer exhibited a two-step degradation behavior, with a first step occurring
from 225°C to 310°C and followed by a second step from 310°C to 425°C.With thermal
degradation profiles of the precursors, the first step was attributed to the degradation of
the PHOHHx blocks and the second to the PEG blocks. Since degradation temperatures
were sufficiently far-off, we were able to calculate the amount of PHA present in the
copolymers. Results, summarized in Table 3.3, are in good agreement with those obtained
by 1H NMR.
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DSC study was carried out to investigate the thermal characteristics of the diblock
copolymers. Thermal transitions as well as corresponding enthalpies are reported in
Table 3.4.
Tg Tm ΔHmb)
Sample °C °C J.g-1
PHA PEG PHA PEG PHA PEG
MeO-PEG5000 — nda) — 62 — 166
PHBHV1 1 — 154 — 63 —
PHBHV2 0 — 149 — 60 —
PHBHV3 −5 — 140 — 60 —
PHBHHx 0 — 130 — 48 —
PHOHHx1 −36 — — — — —
PHOHHx2 −38 — — — — —
PHBHV1-b-PEG nd nd 153 38 47 57
PHBHV2-b-PEG −9 nd 145 47 53 86
PHBHV3-b-PEG −7 nd 132 54 42 117
PHBHHx-b-PEG 0 nd 120 50 39 133
PHOHHx1-b-PEG −33 nd nd 53 — 149
PHOHHx2-b-PEG −32 nd nd 55 — 149
a) nd : not determined ; b) for the block copolymers, calculated using the formula 4H = 4Hi/Wi,where
4Hi is the area of the DSC endothermic peak, and Wi is the weight fraction of PHA or PEG determined
by TGA.
Table 3.4: Thermal characteristics of oligomers and diblock copolymers.
PHBHV and PHBHHX oligomers exhibit semi-crystalline behavior, whereas PHOHHx
oligomers are totally amorphous. In PHBHV-b-PEG copolymers, separate crystalline
phases of both PHBHV and PEG part are present. It is noticeable that melting tempe-
rature and melting enthalpies of PEG decrease with the increase of the PHBHV content ;
this may be caused by the presence of the hard PHBHV block, restricting the crystalli-
zation of the PEG blocks. For PHBHHx-b-PEG copolymer, the lower crystallinity of the
PHA segment is less hindering the crystallization of PEG, explaining its higher melting
enthalpy compared to the PHBHV-b-PEG copolymers. Finally, both PHOHHx-b-PEG
copolymers exhibit a PEG melting enthalpy of 149 J.mol-1, close to the melting enthalpy
of MeO-PEG5000 (166 J.g-1) ; this indicates that both of the amorphous PHOHHx seg-
ments induces limited hindrance of the PEG crystallization.
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3.5 Conclusion
An easy and efficient synthesis of PHAs-based amphiphilic diblock copolymers has
been presented. A series of PHBHV, PHBHHx and PHOHHx oligomers were prepared
by thermal treatment by varying the time of reaction. All oligomers were quantitatively
functionalized with alkyne function, allowing the grafting of azide-modified MeOPEG5000
using CuAAC. The structures and molecular characteristics of all copolymers were stu-
died by 1H NMR, COSY, SEC, DSC and TGA, which confirmed the efficiency of the
ligation whatever the nature or the length of the PHA precursor. Whereas PHBHV
and PHBHHx-based copolymers did not form stable colloidal suspension is water, our
preliminary studies showed that PHOHHX-b-PEG copolymers were able to form stable
micelles in solution. Our efforts will now focus on studying the micellization behavior of
those copolymers in water. They can be envisioned for biomedical applications as drug
delivery systems able to transport bioactive hydrophobic molecule.
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Chapitre 4
Etude de la micellisation de
copolymères amphiphiles diblocs à base
de PHA-mcl
129

Présentation de l’article
Présentation de l’article
Grâce à l’utilisation de la chimie « click » (CuAAC), nous avons pu synthétiser dif-
férents copolymères amphiphiles diblocs bien définis à base de PHA-scl et de PHA-mcl
(Chapitre 3). Dans le but de développer des agents de vectorisation de principes actifs
à base de PHA-mcl, nous nous sommes tout d’abord intéressés aux propriétés d’auto-
assemblage des copolymères amphiphiles diblocs à base de PHOHHx en milieu aqueux.
Une série de copolymères possédant une fraction hydrophile fixe (5000 g.mol-1) et
différentes fractions hydrophobes (1500 – 7700 g.mol-1) a été synthétisée. La méthode de
dialyse a ensuite été utilisée pour induire l’auto-assemblage de ces copolymères en milieu
aqueux. L’influence de la taille relative du bloc hydrophobe sur la taille des agrégats ainsi
que sur leur concentration micellaire critique (CMC) a été étudiée.
Les images de cryo-microscopie électronique à transmission ont montré que la struc-
ture des agrégats était de type micellaire, avec un coeur de PHOHHx et une couronne
hydrophile de PEG solvaté. Suivant la masse molaire du bloc PHOHHx, des diamètres
de 44 à 90 nm ont été mesurés par diffusion dynamique de la lumière (Dynamic Light
Scattering, DLS) ; des analyses par fluorescence du pyrène utilisé comme sonde ont quant
à elles permis de déterminer des valeurs très basses de CMC, comprises entre 0,85 et
5,5 mg.L-1. Enfin, la stabilité des micelles en milieu salin a été étudiée par DLS ; il a
été déterminé que la taille ainsi que la polydispersité des micelles n’évoluait pas avec
l’augmentation de la force ionique jusqu’à des valeurs dépassant celle de la force ionique
du milieu physiologique.
Ce système permettant l’élaboration de micelles de taille contrôlée, stables à force
ionique similaire à celle du milieu physiologique et de faibles CMC apparaît donc comme
prometteur pour la mise au point d’agents de vectorisation de principes actifs.
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4.1 Abstract
4.1 Abstract
In this paper, we report the first micellization study of amphiphilic copolymers com-
posed of bacterial medium chain length poly(3-hydroxyalkanoates) (mcl-PHAs). A series
of diblock copolymers based on fixed poly(ethylene glycol) (PEG) block (5000 g.mol-1)
and a varying poly(3-hydroxyoctanoate-co-3-hydroxyhexanoate) (PHOHHx) segment
(1500-7700 g.mol-1) has been synthesized using “click” chemistry. These copolymers self-
assembled to form micelles in aqueous media. The influence of PHOHHx block molar
mass on the hydrodynamic size and on the critical micelle concentration (CMC) has been
studied using dynamic light scattering and fluorescence spectroscopy, respectively. With
increasing PHOHHx length, narrowly-distributed micelles with diameters ranging from
44 to 90 nm were obtained, with extremely low CMC (up to 0.85 mg.L-1). Cryogenic
transmission electron microscopy (Cryo-TEM) showed that micelles took on a spherical
shape and exhibited narrow polydispersity. Finally, the colloidal stability of the micelles
against physiological NaCl concentration has been demonstrated, suggesting they are
promising candidates for drug delivery applications.
4.2 Introduction
Poly(3-hydroxyalkanoates) (PHAs) are a class of natural biodegradable polyesters ac-
cumulated by many bacteria as carbon and energy supply when an essential nutrient is
limited.[1, 2] Using various substrates, a wide variety of PHAs are synthesized, differing
notably by the length of their side chains.[3] Two types are distinguished, one with short
chain length, or scl-PHAs, possessing alkyl side chains having up to two carbon atoms ;
medium chain length PHAs, or mcl-PHAs, have at least three carbon atoms on their side
chains. The length of the side chains determines the physical properties of PHAs, crystal-
line, rigid and brittle for scl-PHAs, semi-crystalline, soft and elastomeric for mcl-PHAs.
Thanks to their biocompatibility, PHAs are good candidates for biomedical applications
including biomedical devices, tissue engineering or biodegradable drug carriers.[4–6] For
the latter application, different systems were reported only using scl-PHAs. Using di-
rect transesterification in the melt, Marchessault et al. synthesized diblock copolymers
consisting of poly(3-hydroxybutyrate)-b-poly(ethylene glycol) (PHB-b-PEG) able to self
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assemble into stable colloidal suspensions of PHB crystalline lamellae.[7, 8] The synthe-
sis of triblock copolymers poly(ethylene oxide)-poly(3-hydroxybutyrate)-poly(ethylene
oxide) (PEO-PHB-PEO) using carbodiimide-mediated coupling has also been reported ;
they were able to self assemble into micelles in aqueous medium,[9] but the high crystal-
linity of the isotactic PHB segment limited the critical micelle concentrations (CMC) to
relatively high values, thus limiting the use of natural PHAs for drug delivery applica-
tions. Even if they are less studied, mcl-PHAs are promising biomaterials for the future
thanks to their biocompatibility, biodegradability but more especially thanks to their
low crystallinity if drug delivery applications are targeted.[6] Using a functionalized mcl-
PHA, amphiphilic grafted copolymers with poly(ethylene glycol) (PEG) as side chains
were recently synthesized using click chemistry.[10] Moreover, Ritter et al. designed
cyclodextrin-modified mcl-PHA in a similar strategy.[11] However, their self-assembling
properties have not been explored yet. In this paper, we report the self-assembly study of
amphiphilic mcl-PHA consisting of poly[(3-hydroxyoctanoate-co-3-hydroxyhexanoate)]-
b-poly(ethylene glycol) (PHOHHx-b-PEG). Diblock copolymers were synthesized using
click chemistry[12] and characterized with 1H Nuclear Magnetic Resonance (1H NMR),
Size Exclusion Chromatography (SEC) and Thermogravimetric Analysis (TGA). Their
self-association in water was investigated by fluorescence spectroscopy, Dynamic Light
Scattering (DLS) and cryogenic transmission electron microscopy (cryo-TEM). Finally,
their colloidal stability against NaCl was also examined.
4.3 Experimental section
4.3.1 Materials
N -(3-dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimide hydrochloride (EDC hydrochloride)
commercial grade, N -hydroxysuccinimide 98 % (NHS), propargylamine 98 %, poly(ethyle-
ne glycol) methyl etherMn = 5000 g.mol-1 (MeO-PEG5000) , methanesulfonyl chloride≥
99 % (MsCl), sodium azide 99.5 %, copper(I) iodide 99.5 %, anhydrousN,N -dimethylformamide
99,8 % (DMF) and N,N,N’,N”,N”-pentamethyldiethylenetriamine 99 % (PMDETA)
were purchased from Sigma Aldrich. PHOHHx was obtained from EMPA, Swiss Fed
Labs Mat Testing & Res, Lab Biomat, CH-9014 St Gallen, Switzerland, synthesized
following a previously reported procedure.[13] Isopropanol (iPrOH) was obtained from
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SDS. CH2Cl2 and CHCl3 were obtained from SDS and were distilled over CaH2 before
use. All other materials were used without further purification.
4.3.2 Synthesis
PHOHHx-b-PEG copolymers were synthesized according to our previous report.[12]
First, Oligomers of PHOHHx were prepared by thermal treatment. 300 mg of the polymer
were placed at 190°C for 120, 180, 300 and 360 min, respectively, and used without
further purification. Molar masses and PDI were determined by 1H NMR and SEC
(Table 4.1).
4.3.2.1 Functionnalization of PHOHHx oligomers
Typical procedure : PHOHHx (Mn = 6800 g.mol-1, 250 mg, 0.037 mmol) was placed
in 7 ml of CH2Cl2. EDC (35 mg, 0.183 mmol), NHS (21 mg, 0.183 mmol) and propar-
gylamine (23 µL, 0.367 mmol) were added and the mixture was allowed to stir for 48h.
30 mL of CH2Cl2 were added and the solution was washed three times with 30 mL of
saturated NH4Cl, once with saturated NaCl solution, and then dried over MgSO4. After
removing the solvent by rotary evaporation, the product was dried under vacuum (90 %
yield).
4.3.2.2 Mesylation of MeO-PEG5000
Procedure was accomplished according to a modified procedure.[14] MeO-PEG5000 (10
g, 2 mmol) and triethylamine (1.4 mL, 10 mmol) were placed in 30 mL of anhydrous
CH2Cl2 under Argon at 0°C. MsCl (780 µL, 10 mmol) dissolved in 30 mL of CH2Cl2 was
added dropwise and the solution was left to stir overnight (0°C to RT). After concen-
tration under vacuum, the solution was precipitated twice in iPrOH ; the product was
recovered by filtration and dried under vacuum (92 % yield).
4.3.2.3 Azidation of MeO-PEG5000-OMs
MeO-PEG5000-OMs (9.89 g, 1.98 mmol) was dissolved in 60 mL of dry DMF under
Argon. NaN3 (643 mg, 9.89 mmol) was added and the solution was stirred at 80°C
for 24h. After removing DMF under reduced pressure, 40 mL of CH2Cl2 were added.
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The solution was then filtered to remove the excess of NaN3 and precipitated twice in
400 mL of iPrOH. The product was recovered by filtration and dried under vacuum
(MeO-PEG5000-N3, 88 % yield).
4.3.2.4 Synthesis of PHOHHx-b-PEG
A typical procedure is given as follows : Alkyne-terminated PHOHHx oligomer (Mn
= 6800 g.mol-1, 0.220 g, 0.032 mmol) was dissolved in 8 mL of CHCl3. Copper (I) iodide
(2.5 mg, 40 % mol relatively to triple bonds, 0.013 mmol), PMDETA (10 µL, 0.032 mmol)
and MeO-PEG5000-N3 (482 mg, 0.096 mmol) were added and the reaction mixture was
stirred in closed vessel at 60 °C for 48 h. The solvent was removed under reduced pressure
and the crude product was dissolved in 100 mL of DMSO and diluted with the same
volume of water under vigorous stirring. The resulting colloidal suspension was then
transferred into an ultrafiltration cell and purified against water (molecular weight cut
off 30000 Da) for 5 days. The product was recovered by freeze-drying (89 % yield). All
copolymers were characterized by 1H NMR, SEC and TGA (Table 4.1) (For complete
1H NMR attributions see ref [12]).
4.3.3 Sample Preparation
Self-assembled micelles were prepared by the dialysis method. 50 mg of the block
copolymer were dissolved in 30 mL of DMSO and extensively dialyzed against water for
4 days (Spectra/Por dialysis tubing, molecular weight cut off 6-8000 Da). The volume
of water was two liters, and was renewed 4 times per day.
4.3.3.1 Dynamic Light Scattering (DLS)
Samples for DLS experiments were adjusted at the concentration of 1 g.L-1 and filtra-
ted through a 0.22 µm filter before the measurement.
4.3.3.2 Critical Micelle Concentration (CMC)
Samples for CMC determination were prepared in a two-steps procedure : first, 10
µL of a stock solution of pyrene (1.4x10-4 M) in dichloromethane was deposited on the
bottom of a flask and left to evaporate, and then 2 mL of a block copolymer solution with
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the appropriate concentration was added to the flask and shaken for two days before
measurements (the final concentration of pyrene in the samples was 7x10-7 M).
4.3.3.3 Cryo-Transmission Electron Microscopy (cryo-TEM)
The morphology and size of the polymer nanoparticles (NPs) were determined from
cryo-TEM images. A drop of NPs dispersion (0.1 wt% solid content) was deposited on
« quantifoil »® (Quantifoil Micro Tools GmbH, Germany) carbon membrane. The excess
of liquid on the membrane was blotted out with a filter paper and, before evaporation,
the membrane was quench-frozen in liquid ethane to form a thin vitreous ice film in which
NPs were captive. Once mounted in a Gatan 626 cryo-holder cooled with liquid nitrogen,
the samples were transferred in the microscope and observed at low temperature (-180
°C).
4.3.4 Instrumentation
1H NMR spectra were recorded in CDCl3 using a Bruker 400 MHz NMR spectrometer.
Size exclusion chromatography (SEC) experiments were performed in THF (1 mL.min-1)
at room temperature using a Spectra Physics P100 pump, and two PLgel Polymer La-
boratories columns (5 µm Mixte-C). A Wyatt Technology Optilab Rex interferometric
refractometer was used as detector. The molar masses were calibrated with polystyrene
standards. TGA analyses were performed on a Setaram Setsys Evolution 16 apparatus,
by heating the samples at a rate of 10°C.min-1 from 20°C to 600°C under argon atmos-
phere. DLS measurements were performed on a Malvern Instruments Zetasizer Nano ZS
operating with a He-Ne laser source at the wavelength of 633 nm. All measurements
were performed at 25°C and at an angle of 173°. The autocorrelation functions were
analyzed using the cumulant method to obtain diameters and distributions. The pyrene
fluorescence was recorded at 23°C with a SLM Aminco 8100 by excitation at 335 nm
with slits fixed at 16 and 0.5 nm, respectively, at the excitation and emission. Cryo-TEM
images were recorded on ultrascan 2k ccd camera (Gatan, USA), using a LaB6 JEOL
2100 (JEOL, Japan) cryo microscope operating at 200kV with a JEOL low dose system
(Minimum Dose System, MDS) to protect the thin ice film from any irradiation before
imaging and reduce the irradiation during the image capture. The size measurements
were carried out using the ImageJ software.
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4.4 Results and Discussion
4.4.1 Copolymer Synthesis and Characterization
A series of amphiphilic block copolymers PHOHHx-b-PEG were synthesized as pre-
viously described[12] (Figure 4.1).
Figure 4.1: Synthesis of PHOHHx-b-PEG diblock copolymers.
Briefly, oligomers of PHOHHx were prepared by thermal treatment at 190°C using
different reaction times to obtain a range of molar masses (from 1500 to 7700 g.mol-1)
(Table 4.1).
Oligomers present unsaturated and carboxylic acid chain ends, respectively. It is no-
teworthy that unlike scl-PHAs that degrade by concerted b-elimination reaction,[15]
mcl-PHAs are undergoing chain cleavage by hydrolysis of the ester. At 190°C, this
step is followed by the dehydration of terminal alcohol leading to unsaturated chain
end.[16] After functionalization of the carboxylic acid end-groups with propargylamine,
block copolymers were synthesized by copper (I) catalyzed azide-alkyne cycloaddition
(CuAAC)[17] using MeO-PEG5000-N3 (5000 g.mol-1) as hydrophilic moiety. Well-defined
structures were obtained in good yields and characterized by SEC and 1H NMR (Table
4.1). The theoretical PHOHHx content in the copolymers was calculated using the molar
masses of PHOHHx oligomers determined by 1H NMR and 5000 g.mol-1 as molar mass
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for PEG oligomers ; PHOHHx weight fraction is varying from 23 to 60 % with increasing
block length (Table 4.1). To confirm the efficiency of the coupling, TGA analyses were
conducted (Figure 4.2).
Figure 4.2: Determination of PHOHHx content in copolymers using TGA : (a)
PHOHHx1500-b-PEG, (b) PHOHHx3800-b-PEG, (c) PHOHHx6800-b-PEG
and (d) PHOHHx7700-b-PEG.
The curves show a two-step degradation behavior, with a first degradation at 266-
283°C and a second at 378-390°C. Those steps correspond to the degradation of the
precursors, PHOHHx oligomers and PEG, respectively (data not shown). Since their
degradation temperatures are sufficiently far-off, it is possible to determine the mass
fraction of each component in the copolymers. Results are reported in Table 4.1 : ex-
perimental PHOHHx mass fraction is ranging from 19 % to 62 %, which is in good
agreement with theoretical results, thus attesting for the efficiency of the coupling.
4.4.2 Characterization and properties of PHOHHx-b-PEG micelles
Micelles were prepared using the dialysis method.[18] Copolymers were dissolved in
DMSO, which is a good solvent for both blocks, and extensively dialyzed against water.
Progressive aggregation was observed due to the loss of solubility, leading to homoge-
neous suspension of polymeric nanoparticles. This method has been demonstrated to be
very suitable for the preparation of micellar systems, avoiding the formation of large
aggregates.[19] The CMC of a copolymer gives an indication regarding the thermody-
namic stability of the micellar system upon dilution. For drug delivery applications this
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stability is crucial, as high dilution is reached after injection in the body. In order to
detect the CMC of the micelles, pyrene was used as fluorescent probe. When pyrene
changes from polar to non polar environment, its vibrational fine structure changes al-
lowing a symmetry-forbidden (0,0) band, known as Ham effect.[20–22] This change is
described in terms of the ratio I1/I3, the intensities, respectively, of the first and third
bands in pyrene fluorescence spectrum ; monitoring this change has been widely used
in the literature to detect CMC.[18, 22, 23] Figure 4.3a shows the fluorescence emission
spectra of pyrene for PHOHHx6800-b-PEG at various concentrations.
Figure 4.3: (a) Fluorescence emission spectra of the pyrene probe for PHOHHx6800-
b-PEG copolymer at various concentrations ([pyrene]= 7x10-7 M) and (b)
Plots of the intensity ratio I1/I3 as a function of different concentrations of
PHOHHx-b-PEG copolymers.
By plotting the intensity ratio I1/I3 as a function of the copolymer concentration the
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CMC was determined using the flexion point of the sigmoidal curve (Figure 4.3b). It
should be pointed out that as shown by Wilhelm et al.,[21] the change in I1/I3 ratio
at low concentration can either be due to self association of the amphiphilic molecules
but also to pyrene partition between the aqueous and hydrophobic phase. However,
they concluded that the apparent CMC taken at the flexion point was always larger
than the real CMC. Our purpose was not to measure CMC with an extreme accuracy
but to provide a good estimation, justifying the use of this method. Results for the
different copolymers are shown in Table 4.2. The CMC values are very low, ranging
from 0.85 to 5.5 mg/L. Compared with the CMC values of PEO-PHB-PEOmicelles made
with bacterial PHB (13-1100 mg/L), those of PHOHHx-b-PEG micelles are significantly
lower. This result shows the importance of the crystallinity of the PHA segment in the
stability of the micelles ; indeed, while bacterial PHB is crystalline even for short segment,
PHOHHx oligomers showed amorphous behavior.[12] This result is supported by Chen
et al.,[24] who showed that using the ring opening polymerization of b-butyrolactone on
PEG , PHB-PEG-PHB triblock copolymers were obtained with atactic and amorphous
PHB. The copolymers were able to self assemble into stable micelles with CMC ranging
from 3.3 to 14.4 mg/L, which are lower values than for PEO-PHB-PEO. PHOHHx-b-
PEG micelles present also lower CMC than PHB-PEG-PHB ; with the same amorphous
behavior, this result can be attributed to the structure of PHOHHx. Indeed, while PHB
possess methyl groups as side chains, PHOHHx possess mainly pentyl groups, generating
stronger hydrophobic interactions and thus higher stability. Figure 4.4a plots the CMC
values of the copolymers as a function of the length of the hydrophobic PHOHHx block.
Figure 4.4: Influence of PHOHHx block length on (a) CMC of the copolymer and (b)
micelles size and polydispersity.
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Apparently, the dependence of the CMC on PHOHHx block length is important for
the shorter PHOHHx block-containing copolymer. However, from a PHOHHx block of
3800 g.mol-1 in the copolymer, CMC tends to reach a plateau at approximately 0.9 mg/L.
For PHB-based[9, 24] amphiphilic copolymers, CMC is dependent on the hydrophobic
block length in a more progressive manner ; this result might be also attributed to the
stronger interactions among the aliphatic pendent chains of PHOHHx than among PHB
chains, making the CMC of PHOHHx-b-PEG less sensitive to the hydrophobic block
length. This behavior is of great interest as the size of the micelles can be tuned without
loss of stability upon dilution. The size of the micelles was investigated using DLS. They
were found to have hydrodynamic diameters ranging from 44 to 91 nm (Table 4.2). As
shown in Figure 4.4b, the micelle diameter increased with PHOHHx block length.
Copolymer
PHOHHx block lengtha) Micelle diameterb) PSDb) CMCc)
(g.mol-1) (nm) (mg.L-1)
PHOHHx1500-b-PEG 1500 44.5 0.210 5.50
PHOHHx3800-b-PEG 3800 55.4 0.171 0.98
PHOHHx6800-b-PEG 6800 59.1 0.086 0.85
PHOHHx7700-b-PEG 7700 90.9 0.139 0.93
a) Determined by 1H NMR ; b) Determined by dynamic light scattering ; mean diameter, SD = 2% ; c)
Critical micelle concentration (CMC) in water determined using the pyrene probe technique.
Table 4.2: Characteristics of PHOHHx-b-PEG micelles.
While PBH-based micelles are generated from triblock copolymers,[9, 24] it turned
out to be interesting to compare PHOHHx-b-PEG micelles to the synthetic polyes-
ter poly(lactide)-block-poly(ethylene glycol) (PLA-b-PEG) micelles with the same PEG
block and in comparable hydrophobic weight fractions.[25] Results showed that PHOHHx-
b-PEG micelles are significantly larger than PLA-b-PEG : 26 to 46.7 nm for PLA-PEG
and 44.5 to 90.9 nm for PHOHHx-PEG. This observation can be attributed to PHOHHx
structure, sterically larger than that of PLA, thus generating larger hydrophobic cores.
PHOHHx-PEG micelles present a narrow particle size distribution (PSD) (Table 4.2) ; as
for PLA-PEG micelles,[25] PHOHHx-PEG micelles with the shorter hydrophobic block
exhibit higher polydispersity. An optimum is reached for PHOHHx6800-b-PEG, with a
PSD of 0.086 ; its particle size distribution is represented in Figure 4.5.
It has to be noticed that the relatively high molecular weight distribution of the
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Figure 4.5: Particle size distribution of PHOHHx6800-b-PEG.
copolymer (1.6) is not a severe limitation to monodisperse micelles formation. This result
is consistent with previously reported poly(2-methyloxazoline)-b-poly(dimethylsiloxane)-
b-poly(2-methyloxazoline) (PMOXA−PDMS−PMOXA) triblock copolymers,[26] that
were forming monodisperse vesicles with similar molecular weight distribution (1.7).
Cryo-TEM was used to confirm the micellar structures formed by PHOHHx-b-PEG
in aqueous medium. As a typical example, Figure 4.6 shows the micelles formed with
PHOHHx6800-b-PEG.
Figure 4.6: Micelles of PHOHHx6800-b-PEG observed by cryo-TEM at 1 g.L-1.
They exhibit remarkable spherical shape, with an average size of 32.1 nm. This result
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is significantly lower than DLS results ; based on the intensity of scattered light, the mean
hydrodynamic radius determined by DLS is heavily influenced by the largest structures
in the solution, and could explain this dissimilarity.[27] Another likely explanation would
be the inability to see all the micellar structure by cryo-TEM. Indeed, only the dense
PHOHHx core would be visible while the diffuse PEG corona would not be contrasted
enough to appear on cryo-TEM image. This hypothesis is supported by the apparent
regularity of the stacking of the micelles on the cryo-TEM image, which would be in fact
sterically stabilized thanks to their PEG corona.[28]
If biological applications are targeted, it is obvious that micelles should be stable in
physiological medium, i.e., at an ionic strength of 0.15 M. Thus, the colloidal stability
of PHOHHx-b-PEG micelles has been tested over storage time and at various sodium
chloride concentrations. It has been found that micelles remain stable after 1 month,
without noticeable change in the size or in the PDI. Moreover, concentrations ranging
from 0.05M to 0.2M of NaCl were used to investigate the stability of the micelles. DLS
was used to follow micelle diameter as well as PDI upon increase of NaCl concentration
(Figure 4.7).
Figure 4.7: Colloidal stability of PHOHHx6800-b-PEG micelles against NaCl
concentration.
It can be seen that no significant changes in size or PDI can be noticed. Moreover,
the count rate, reflecting the intensity of the scattered light (in kilocounts per second)
has also been controlled ; it remains stable, attesting for the absence of flocculation of
the micelles and thus of the absence of effect of physiological ionic strength on colloidal
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stability.
4.5 Conclusion
In this study, the self-association of amphiphilic mcl-PHAs has been investigated for
the first time. A series of diblock copolymers was obtained in good yields thanks to
a straightforward and efficient « click chemistry » approach. The copolymers were de-
monstrated to form well-defined micelles with narrow particle size distribution in the
20-120 nm range, making them suitable for drug delivery applications if one considers
the enhanced permeability and retention effect (EPR effect)[29] which allows particles in
this diameter range to extravasate across vascular endothelium from bloodstream near
cancer tumors. Compared to previously described natural scl-PHAs-based systems,[9]
PHOHHx-b-PEG micelles display significantly lower CMC reflecting a higher stability
for intravenous applications . The amorphous behavior of PHOHHx blocks combined
to the strong hydrophobic interactions between pentyl groups allows the formation of
very stable micelles, for which the CMC is partially independent of the hydrophobic
block length. Moreover, with pentyl groups as side chains, high loading of hydrophobic
drugs can be expected as previously shown for hexyl-grafted PLA compared to PLA.[30]
With tunable size and high stability, natural mcl-PHAs appear as a credible alternative
to synthetic polymers for drug delivery applications. Further studies are underway to
evaluate the potential of this system for controlled drug delivery.
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Chapitre 5
Synthèse de copolymères amphiphiles
greffés par addition thiol-ène et
élaboration de polymersomes
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Présentation de l’article
Il a été précédemment montré (Chapitre 4) que des copolymères diblocs PHOHHx-
b-PEG s’auto-associaient en structures micellaires en milieu aqueux. Afin d’établir des
relations structure-propriétés entre l’architecture moléculaire et les propriétés d’auto-
association, nous nous sommes intéressés à la synthèse et à l’étude de l’auto-assemblage
de copolymères greffés à base de PEG et de PHA-mcl.
Afin d’obtenir un ratio hydrophobe/hydrophile similaire à celui des copolymères di-
blocs, des chaînes de PEG de masse molaire de 550 g.mol-1 ont été greffées sur des
oligomères de PHOU par addition thiol-ène. Cette réaction, également qualifiée de ré-
action de chimie « click », est particulièrement bien adaptée au greffage d’oligomères de
masses molaires relativement faibles 1. Elle présente par ailleurs l’avantage de pouvoir
exploiter les insaturations du PHOU sans autres modifications chimiques.
Tout d’abord, des oligomères de PHOU possédant 14% et 31% d’insaturations ont été
synthétisés par méthanolyse (Mn ≈ 15000 g.mol-1), puis des PEG porteurs de fonctions
thiol ont ensuite été greffés sur les oligomères de PHOU par addition thiol-ène. Les
analyses par RMN et SEC ont confirmé la synthèse de copolymères parfaitement définis.
L’auto-assemblage en milieu aqueux de ces copolymères a ensuite été induit grâce à la
technique de nanoprécipitation.
Les images de cryo-microscopie électronique à transmission (cryo-TEM) ont clairement
montré que le copolymère PHOU14%-g-PEG s’auto-associait en structures vésiculaires
(polymersomes) d’approximativement 60 nm de diamètre et de distribution relativement
étroite. Enfin, une concentration d’agrégation critique (CAC) très faible de 0,4 mg.L-1 a
été mesurée, témoignant d’une très grande stabilité à la dilution.
En résumé, cette étude présente donc une voie simple et efficace pour l’élaboration
de polymersomes potentiellement utilisables comme vecteurs de principes actifs ; elle
met par ailleurs en lumière l’influence de l’architecture moléculaire sur les propriétés
d’auto-association des PHA-mcl amphiphiles.
1. voir Sandy P. S. Koo et al., Limitations of Radical Thiol-ene Reactions for Polymer–Polymer
Conjugation, Journal of Polymer Science : Part A : Polymer Chemistry, 48, 1699–1713 (2010)
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5.1 Abstract
5.1 Abstract
Amphiphilic graft copolymer composed of biocompatible bacterial poly(3-hydroxyal-
kanoate) and poly(ethylene glycol) has been synthesized by thiol-ene addition. It was
demonstrated to form well-defined nanoscale vesicles in water by cryo-transmission elec-
tron microscopy.
5.2 Communication
Polymeric vesicles, so-called polymersomes, have attracted considerable interest in the
past decade regarding their potential applications in drug delivery, gene therapy or as
model systems of biomembranes.[1–6] Mimicking liposomes, i.e. vesicular superstruc-
tures made of natural phospholipids, polymersomes are formed by the self-assembly of
amphiphilic copolymers with higher molar mass, resulting in more stable structures with
improved mechanical properties.[7] Biodegradable and biocompatible polymersomes are
thus of particular interest for biomedical applications. In the literature, most of them
are self-assembled from diblock copolymers based on synthetic polyesters such as po-
lylactide[8] or polycaprolactone,[9] polycarbonates[10] or on polypeptides.[11] Only a
few of them are the result of the self-assembly of graft copolymers such as poly(2-
hydroxyethyl aspartamide) grafted with lactic acid oligomers,[12] amphiphilic graft po-
lyphosphazenes[13] or more recently poly(ethylene glycol) and poly(D,L-lactide) grafted
poly(ß-amino ester).[14]
Poly(3-hydroxyalkanoates) (PHAs) constitute a class of natural polyesters produced
and accumulated by many bacteria as carbon and energy supply when an essential nu-
trient is limited.[15, 16] Due to their biodegradability and biocompatibility features,
PHAs look promising candidates for biomedical applications especially regarding the
fields of biomedical devices, tissue engineering or biodegradable drug carriers.[17, 18]
For the latter application, amphiphilic bacterial PHAs-based diblock or triblock copoly-
mers have already been synthesized and proved to self-assemble into micelles in aqueous
media.[19, 20] To the best of our knowledge, no example describing PHAs-based po-
lymersomes has been reported yet. Herein, we propose a simple and straightforward
methodology for the preparation of well-defined polymersomes starting from an amphi-
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philic PHA-based graft copolymer. Poly(3-hydroxyoctanoate-co-3-hydroxyundecenoate)
(PHOU) is a functionalized PHA bearing alkene functions on its side chains.[21] The al-
kene ratio in the polymer depends on the initial bacterial feeding ratio with octanoic acid
and 10-undecenoic acid, respectively. In our study, two PHOUs with respectively 14%
and 31% of alkene units were used, as well as the well-known biocompatible poly(ethylene
glycol)[22] as hydrophilic moiety.
Figure 5.1: Synthesis of PHOU-g-PEG.
The synthetic route to poly(3-hydroxyoctanoate-co-3-hydroxyundecanoate)-g-poly(ethylene
glycol) (PHOU-g-PEG) is shown in Figure 5.1. Graft copolymers composed of PHOU
oligomers and thiol-appended polyethylene glycol monomethyl ether were obtained via
the well-known thiol-ene addition.[23, 24] First, a thiol group was introduced at the ter-
minus of a 550 g.mol-1 polyethylene glycol monomethyl ether. In a second step, PHOU
oligomers were prepared by acid-catalyzed methanolysis[25] and fully characterized using
1H NMR and SEC (Table 5.1).
This method provides well-defined oligomers with hydroxyl and methyl ester end
groups, respectively, without spoiling the alkene groups. Grafting was achieved via thiol-
ene addition, which has proven to be an effective reaction to functionalize unsaturated
PHOU.[21] It is also noteworthy that as « click » reaction, thiol-ene addition is better
suited for biomedical applications than the copper-catalyzed azide-alkyne cycloaddition
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Samples Mna Mnb PDIb
PHOU14% oligomer 15200 14100 2
PHOU31% oligomer 15000 13600 2.1
PHOU14%-g-PEG — 20900 2.1
PHOU31%-g-PEG — 22800 2.1
a) Determined by 1H NMR, g.mol-1 ; b) Determined by SEC (THF, polystyrene standards).
Table 5.1: Molecular characteristics of modified PHOUs.
(CuAAC)[26] as no toxic catalyst that could be detrimental for further in vitro or in
vivo studies is employed. The efficiency of the coupling was confirmed by 1H NMR that
showed the complete disappearance of the ethylenic signals (d = 4.83-5.08 and 5.61-5.91
ppm) along with the simultaneous appearance of the methylene in alpha of the sulphur
atom (d = 2.66 ppm) (Figure 5.4, ESI). Size exclusion chromatography was also conduc-
ted and the results showed a monomodal size distribution (Figure 5.5, ESI) together
with an expected increase of the molar mass associated to the PEG grafting on the
alkene pendant chains of the PHOU backbone (Table 5.1).
Polymersomes were prepared by the nanoprecipitation technique.[27] PHOU14%-g-
PEG copolymer was dissolved in acetone, a good solvent for both PHOU and PEG
blocks, and added dropwise to deionized (DI) water under moderate stirring, inducing
the self-assembly process. The organic solvent was removed by extensive dialysis against
DI water and the polymeric vesicles were observed by cryogenic transmission electron
microscopy (cryo-TEM) (Figure 5.2).
The vesicular structure was clearly identified by the contrast difference of the mem-
brane at the periphery of the nanoparticles. For all polymersomes, the membrane thick-
ness was approximately 8-9 nm. In the diblock copolymer system, from which majority
of polymersomes are resulting from, the capacity to form vesicle is mainly related to the
hydrophilic/hydrophobic ratio.[7] For graft copolymers, the molecular shape has also to
be considered. In our system, PEG chains are grafted along PHOU backbone approxi-
mately every 7 monomer units. The structuring of the bilayer membrane would be the
consequence of the stacking of pendant pentyl chains ; indeed, the ratio of hydropho-
bic chains in the copolymer would be suitable to allow a stable stacking of the pentyl
chains through hydrophobic interactions. A proposed schematic representation is given
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Figure 5.2: Vesicles of PHOU14%-g-PEG prepared by nanoprecipitation observed by
cryo-TEM at 1 g/L. Center : schematic representation of a vesicle with
focus on the bilayer wall (PHOU in grey, PEG in black). The mean wall
thickness is 8-9 nm.
in Figure 5.2. This interpretation is supported by the analysis of PHOU31%-g-PEG na-
noparticles prepared in the same conditions. Indeed, the cryo-TEM picture revealed the
presence of micellar-like nanoparticles, with an approximate diameter of 5-6 nm (Figure
5.6, ESI). In this case, PEG chains are grafted approximately every 3 monomer units ;
the limited amount of pentyl chains would not allow sufficiently strong hydrophobic
interactions and thus would prevent the formation of a stable bilayer. Hence, the amphi-
philic copolymer would preferentially take micellar structure composed most certainly
of a few unimers.
Size measurements using the cryo-TEM pictures were conducted on 60 vesicles. The
mean diameter was found to be 63 nm, with a standard deviation of 16 nm and mini-
mum and maximum at 32 and 107 nm, respectively. Dynamic light scattering (DLS) was
used to assess whether cryo-TEM measurements are representative of the whole sample.
Using the cumulant analysis method, the polymersomes exhibited a mean diameter of 65
nm and a narrow particle size distribution (PSD) of 0.08 (Figure 5.3a), which confirmed
the above-mentioned results obtained by analysis of cryo-TEM images. Regarding drug
delivery applications, this narrow submicron PSD in the 30-110 nm range appears pro-
mising especially if one considers the opportunity of these nanoparticles to benefit from
the enhanced permeability and retention effect (EPR effect)[28] which allows particles in
this diameter range to extravasate across vascular endothelium from bloodstream near
cancer tumors.
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Figure 5.3: a) Vesicle size distribution of nanoprecipitated polymersomes determined
by DLS and b) Determination of the CAC of PHOU14%-g-PEG vesicles by
plotting the intensity ratio I1/I3 of pyrene probe at different concentrations.
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Dialysis was used to investigate the influence of an alternative solvent displacement
method for the preparation of polymersomes. Copolymers were dissolved in acetone
and extensively dialyzed against DI water. Progressive aggregation was observed and
the colloidal suspension was analyzed by DLS. A high PSD of 0.61 was noted with
an average hydrodynamic radius in the micrometer scale. The vesicular morphology was
confirmed by cryo-TEM with the observation of well-defined vesicular structures (Figure
5.7, ESI). Considering the lower PSD previously observed, i.e. when nanoprecipitation
was used, this result suggests that polymersome formation is dictated more by kinetic
aspects than thermodynamics. Furthermore, with an appropriate separation method
such as extrusion through controlled size membranes, the dialysis technique could allow
the development of polymersomes in the micrometer range.
Finally, the stability of the nanometer-sized vesicles upon dilution, i.e. their criti-
cal aggregation concentration (CAC), has been investigated by means of fluorescence
spectroscopy using pyrene as fluorescent probe.[29] Monitoring the band ratio I1/I3 at
different concentrations (Figure 5.8, ESI), the CAC was determined as the flexion point
of the sigmoidal curve (Figure 5.3b). A very low CAC of 0.398 mg/L was determined,
demonstrating the potential of PHOU-g-PEG polymersomes as drug delivery carriers
where high dilution is reached. In summary, a simple and efficient strategy for the pre-
paration of PHOU-g-PEG amphiphilic graft copolymer was presented. Novel biocompa-
tible bacterial polyester-based polymeric nanoscale vesicles were prepared, with narrow
particle size and high stability. Work is in progress to fully investigate their encapsu-
lation properties and their biodegradability so as to assess the entire potential of such
nanoparticulate system in the biomedical area.
5.3 Electronic Supplementary Information
5.3.1 Experimental Part
5.3.1.1 Materials
Acetone≥99.5%, Anhydrous MeOH 99.8%, poly(ethylene glycol) methyl ether average
Mn ~ 550 g.mol-1 (MeO-PEG550) potassium thioacetate 98%, and a,a’-Azoisobutyronitrile
≥98% (AIBN) were purchased from Sigma Aldrich. p-toluenesulfonyl chloride 99+%
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(TsCl) and 4-dimethylaminopyridine 99% (DMAP) were purchased from Acros Orga-
nics. Hydrochloric acid 37% and pyridine synthesis grade were obtained from Carlo Erba.
CH2Cl2 was obtained from Carlo Erba and was distilled over CaH2 before use. THF and
toluene were obtained from Carlo Erba and were distilled over sodium/benzophenone be-
fore use. All other materials were used without further purification. PHOU was obtained
from EMPA, Swiss Fed Labs Mat Testing & Res, Lab Biomat, CH-9014 St Gallen, Swit-
zerland, synthesized following a previously reported procedure.[21] Its molar composition
was determined by 1H NMR in CDCl3 by comparing the integration of the ethylenic pro-
ton g to the main chain protons b, b’ (Figure 5.4a). PHOU14% : 14% of unsaturated
undecenoate units and 86% of 3-hydroxyoctanoate. PHOU31% : 31% of undecenoate units
and 69% of 3-hydroxyoctanoate. It has to be noted that PHOUs are mainly composed of
3-hydroxyoctanoate and 3-hydroxy-10-undecenoate units ; however, they possess a wider
chain length distribution (3-hydroxyhexanoate ; 3-hydroxy-6-heptenoate ; 3-hydroxy-8-
nonenoate), as a consequence of biosynthesis. Their molar masses were determined by
SEC (THF, polystyrene standards) : PHOU14% : Mn = 98600 g.mol-1, PDI = 1.8, and
PHOU31% : Mn = 95600 g.mol-1, PDI = 1.8.
5.3.1.2 Synthesis of PEG-SH
Thiolated PEG was synthesized using a modified procedure.[30]
Tosylation of PEG550
MeO-PEG550 (30 g, 54.5 mmol) and DMAP (333 mg, 2.7 mmol) were dissolved in 160
mL of CH2Cl2/ Pyridine (1 :1) solution at 0°C under argon atmosphere. p-toluenesulfonyl
chloride (18.7 g, 98.1 mmol) dissolved in 50 mL of CH2Cl2 was added dropwise and the
solution was stirred overnight (from 0°C to RT). 200 mL of cold water were added and the
aqueous phase was extracted three times with 150 mL of CH2Cl2. The combined organic
phases were successively washed with 3x 250 mL HCl 1M solution and 3x 250 mL of
saturated NaCl solution. After drying over MgSO4, the organic phase was concentrated
under reduced pressure and the resulting product (PEG550-OTs) dried under vacuum
(m = 36.4 g, yield 95%). 1H NMR (CDCl3) d 7.76 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.30 (d, J = 8
Hz, 2H), 4.12 (m, 2H), 3.49-3.66 (m, 41H), 3.34 (s, 3H), 2.41 (s, 3H).
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Synthesis of PEG550-thioacetate
PEG550-OTs (36 g, 51 mmol) was dissolved in 200 mL of THF under Ar. Potassium
thioacetate (11.66 g, 102 mmol) was added and the solution was refluxed for 20h. A
white fluffy precipitate formed. The solution was cooled to room temperature and 400
mL of water were added. The flask contents were extracted with 3x 150 mL CH2Cl2 and
the brown colored organic extract was washed with 3x 200 mL of water, treated with
activated charcoal, filtered and rotary evaporated to afford 23.3 g (38.3 mmol) of light
yellow oil (yield 75%). 1H NMR (CDCl3) d 3.49-3.62 (m, 43H), 3.34 (s, 3H), 3.05 (t, J
= 6.5 Hz, 2H), 2.29 (s, 3H).
Synthesis of PEG550-SH
PEG550-thioacetate (23 g, 37.7 mmol) was dissolved in 200 mL of anhydrous MeOH
under argon. 15 mL of HCl 37% were added and the solution was refluxed for 2h.
200 mL of water were added and the solution was extracted with 3x 150 mL CH2Cl2.
The combined organic phases were washed with 3x 200 mL of water, 3x 250 mL of
saturated NaCl solution, dried over MgSO4 and filtered. The resulting solution was
rotary evaporated to give 17.52 g (30.9 mmol) of colorless oil, thiolated PEG (yield
82%). 1H NMR (CDCl3) d 3.50-3.63 (m, 43H), 3.34 (s, 3H), 2.66 (dt, J = 8.2, 6.4 Hz,
2H), 1.56 (t, J = 8.2 Hz, 1H).
5.3.1.3 Synthesis of PHOU oligomers[31]
PHOU (300 mg) was dissolved in 12 mL of CH2Cl2. 12 mL of anhydrous MeOH were
introduced to the solution and 0.9 mL of H2SO4 was added. The solution was then stirred
at 100°C (the vessel was hermetically closed) for 7 minutes to obtain the desired molar
mass. After cooling in an ice bath, 8 mL of distilled water were added ; after decantation,
the organic layer was washed again with distilled water, dried over MgSO4 and filtered.
The solvent was evaporated and the resulting product was dried under vacuum at 40°C
to afford 279 mg of PHOU oligomers (yield 93%). See Figure 5.4a for complete 1H NMR
attribution and Table 5.1 for molar mass determination.
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5.3.1.4 Typical synthesis of PHOU-g-PEG
PHOU14% oligomers (278 mg, 1.88 mmol, 0.263 mmol of double bonds), PEG550-
SH (747 mg, 1.31 mmol) and AIBN (21 mg, 0.131 mmol) were dissolved in 10 mL of
anhydrous toluene under argon, and the solution was heated at 80°C for 20h. Toluene
was rotary evaporated and the crude was dissolved in 30 mL of acetone. The solution was
poured in 30 mL of water, and the resulting colloidal suspension was then transferred
into a dialysis tube (SpectraPor, molecular weight cut off, 6-8000 Da) and dialyzed
against water for 3 days. In order to remove all unreacted PEG, acetone was added to
break the vesicles till complete clearance of the solution, and put again to dialyze for 3
days. Water was removed under reduced pressure and the resulting product dried under
vacuum (394 mg, yield 92%). See Figure 5.4b for complete 1H NMR attribution and
Table 5.1 for molar mass determination.
5.3.1.5 Sample Preparation
Self-assembled vesicles were prepared using two different methods. In a first manner,
nanoprecipitation was used. 20 mg of the copolymer were dissolved in 2 mL of acetone
and precipitated in 4 mL of water. Acetone was removed from the dispersion by extensive
dialysis against water for 48h. Dialysis was also used to elaborate polymeric vesicles. 50
mg of the copolymer were dissolved in 10 mL of acetone and extensively dialyzed against
water for 4 days (Spectra/Por dialysis tubing, molecular weight cut off 6-8000 Da). The
volume of water was two liters, and was renewed 4 times per day.
Dynamic Light Scattering (DLS)
Samples for DLS experiments were adjusted at the concentration of 1 g.L-1 and filtra-
ted through a 0.45 mm filter prior to measurement in the case of nanoprecipitated poly-
mersomes (measurement without filtration has been made to check the possible presence
of aggregates or large vesicles ; none of them has been observed). Polymersomes made
by dialysis were analyzed without filtration.
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Critical Aggregation Concentration (CAC)
Samples for CAC determination were prepared in a two-steps procedure : first, 10mL
of a stock solution of pyrene (1.4x10-4 M) in dichloromethane was deposited on the
bottom of a flask and left to evaporate, and then 2 mL of a copolymer solution with
the appropriate concentration was added to the flask and shaken for two days before
measurements (the final concentration of pyrene in the samples was 7x10-7 M).
Cryo-Transmission Electron Microscopy (cryo-TEM)
The morphology and size of the polymer nanoparticles (NPs) were determined from
cryo-TEM images. A drop of NPs dispersion (0.1 wt% solid content) was deposited on
"quantifoil"® (Quantifoil Micro Tools GmbH, Germany) carbon membrane. The excess of
liquid on the membrane was blotted out with a filter paper and, before evaporation, the
membrane was quench-frozen in liquid ethane to form a thin vitreous ice film in which
NPs were captive. Once mounted in a Gatan 626 cryo-holder cooled with liquid nitrogen,
the samples were transferred in the microscope and observed at low temperature (-180
°C).
5.3.1.6 Instrumentation
1H NMR spectra were recorded in CDCl3 using a Bruker 400 MHz NMR spectrometer.
Size exclusion chromatography (SEC) experiments were performed in THF (1 mL.min-1)
at room temperature using a Shimadzu LC10 AD pump, and two PLgel Polymer La-
boratories columns (5 µm Mixte-C). A Wyatt Technology Optilab Rex interferometric
refractometer was used as detector. The molar masses were calibrated with polystyrene
standards. DLS experiments were made using a Malvern Instruments Zetasizer Nano ZS
operating with a He-Ne laser source at the wavelength of 633 nm. All measurements were
performed at 25°C and at an angle of 173°. The autocorrelation functions were analyzed
using the cumulant method to obtain mean diameter and distribution. The pyrene fluo-
rescence was recorded at 23°C with a SLM Aminco 8100 by excitation at 335 nm with
slits fixed at 16 and 0.5 nm, respectively, at the excitation and emission. Cryo-TEM
images were recorded on ultrascan 2k ccd camera (Gatan, USA), using a LaB6 JEOL
2100 (JEOL, Japan) cryo microscope operating at 200kV with a JEOL low dose system
(Minimum Dose System, MDS) to protect the thin ice film from any irradiation before
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imaging and reduce the irradiation during the image capture . The size measurements
were carried out using ImageJ software.
Figure 5.4: 1H NMR of a) PHOU14% oligomers and b) PHOU14%-g-PEG.
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Figure 5.5: SEC chromatograms of a) PHOU14% oligomer and b) PHOU14%-g-PEG.
Figure 5.6: Cryo-TEM picture of PHOU31%-g-PEG in water at 1 g.L-1.
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Figure 5.7: Cryo-TEM picture of PHOU14%-g-PEG prepared by dialysis. The darker
area corresponds to the carbon membrane of the grid.
Figure 5.8: Fluorescence emission spectra of the pyrene probe for PHOU14%-g-PEG co-
polymer at various concentrations ([pyrene] = 7 x 10-7 M).
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Chapitre 6
Copolymères amphiphiles fluorés
PHA-g-(F ;PEG) pour l’élaboration de
micelles multicompartimentées
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Présentation de l’article
Présentation de l’article
Nous avons précédemment démontré l’influence de l’architecture moléculaire sur les
propriétés d’auto-association en milieu aqueux de PHA-mcl amphiphiles. Des micelles
(Chapitre 4) et des polymersomes (Chapitre 5) ont ainsi respectivement été préparés à
partir de copolymères diblocs et de copolymères greffés. Dans ce dernier chapitre, nous
nous sommes intéressés à rendre plus complexe la structure issue de l’auto-association
de copolymères amphiphiles greffés en introduisant un troisième partenaire, hydrophobe
mais aussi lipophobe. Ainsi, des copolymères amphiphiles greffés à base de PHOU, PEG
et de chaînes carbonées perfluorées (2-perfluorooctyl-1-éthyle) ont été synthétisés.
De la même manière que dans le chapitre précédent, des oligomères de PHOU (Mn
≈ 7500-8000 g.mol-1) ont été greffés par addition thiol-ène, mais de façon séquentielle ;
une partie des insaturations a tout d’abord été fonctionnalisée par du 2-perfluorooctyl-1-
éthanethiol puis les doubles liaisons restantes ont été fonctionnalisées par un PEG (Mn
≈ 550 g.mol-1) porteur d’une fonction thiol. Les analyses RMN et SEC ont confirmé la
synthèse de copolymères parfaitement définis. Finalement, la technique de nanoprécipi-
tation a permis l’auto-assemblage de ces copolymères en milieu aqueux.
L’analyse de ces objets par cryo-microscopie électronique à transmission (cryo-TEM)
a clairement mis en évidence la formation de micelles multicompartimentées, c’est-à-dire
possédant des nanodomaines structurés de groupes fluorés dans le coeur hydrophobe de
PHOU ; suivant la proportion relative de chaînes perfluorées et de PEG, des micelles
relativement monodisperses de 79 et 18 nm ont été obtenues.
Finalement, la faible cytotoxicité de ces micelles a été démontrée grâce à des tests
de viabibité cellulaire ; de par sa facilité de mise en oeuvre, ce système apparaît très
prometteur pour l’élaboration de vecteurs de médicaments permettant la délivrance de
molécules incompatibles entre elles.
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6.1 Abstract
6.1 Abstract
In this paper, a straightforward method to produce poly(3-hydroxyalkanoate)-based
multicompartment micelles (MCMs) is presented. Thiol-ene addition is used to graft
sequentially perfluorooctyl chains and poly(ethylene glycol) oligomers onto poly(3-hy-
droxyoctanoate-co-hydroxyundecenoate) (PHOU) oligomers backbone. Well-defined co-
polymers are obtained as shown by 1H NMR and size exclusion chromatography. After
nanoprecipitation in water, novel PHA-based MCMs are evidenced by cryo-transmission
electron microscopy. Moreover, the cytocompatibility of MCMs is demonstrated in vitro
via cell viability assay.
6.2 Introduction
In the growing area of nanotechnology, multicompartment micelles (MCMs) have at-
tracted increasing attention over the last decade.[1–5] The concept of multicompartment
micelle, proposed by Ringsdorf in the late 1990’s, stated that such system could mimic
the complex organization of eukaryotic cells.[6, 7] From this consideration, the key as-
pect of MCMs is the ability to form discrete and structured nanodomains within the
hydrophobic core of the micelles. To this end, the most straightforward pathway to
design MCMs is unquestionably the direct aqueous self-assembly of amphiphilic copoly-
mers, possessing one hydrophilic segment and two mutually incompatible hydrophobic
segments. More precisely, most approaches have focused on the combination of hydro-
carbon and fluorocarbon hydrophobic segments into polysoaps,[8–10] miktoarm,[11–16]
linear ABC,[17–19] or dendritic[20] amphiphilic copolymers. The morphology of the as-
obtained micelles is governed by many factors, including the chemical nature of the
building blocks, their segment lengths and the molecular architecture of the copoly-
mers. Beyond the fundamental interest in the understanding of how such structures
self-assemble, MCMs could find applications in drug delivery, as distinct incompatible
molecules could be loaded in a same carrier.[21, 22]
Poly(3-hydroxyalkanoates) (PHAs) are natural polyesters produced and accumulated
by many bacteria as carbon and energy supply when an essential nutrient is limited.[23,
24] Depending on the length of their side chains, two types of PHAs are distinguished ;
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one with short chain length, or scl-PHAs, possessing alkyl side chains having up to two
carbon atoms, and medium chain length PHAs, or mcl-PHAs, having at least three car-
bon atoms on their side chains. Thanks to their biocompatibility and their biodegradabi-
lity, they appear as promising candidates for biomedical applications.[25–27] Particularly,
chemically modified medium-chain-length PHAs (mcl-PHAs), have recently shown their
abilities to form well-defined micelles,[28] polymersomes,[29] or plasmid DNA delivery
system.[30]
Herein, we report on the design of PHA-based MCMs. We propose a simple and
straightforward methodology starting from a functionalized mcl-PHA, poly(3-hydroxy-
octanoate-co-hydroxyundecenoate) (PHOU).[31] This PHA is a statistical copolymer
bearing pendant hydrophobic pentyl chains and pendant oct-1-ene chains in a 69/31
molar ratio. Our strategy relies on a stepwise use of the well-known thiol-ene addi-
tion[32–36] in order to graft perfluorinated chains and hydrophilic poly(ethylene glycol)
(PEG) chains on PHOU unsaturated side chains. All the synthesized copolymers were
fully characterized using proton nuclear magnetic resonance (1HNMR) and size exclusion
chromatography (SEC). Their self-assembly in water was studied using cryo-transmission
electron microscopy (cryo-TEM), dynamic light scattering (DLS) and fluorescence spec-
troscopy. Finally, their cytocompatibility has been investigated.
6.3 Experimental Section
6.3.1 Materials
Acetone≥99.5%, Anhydrous MeOH 99.8%, poly(ethylene glycol) methyl ether average
Mn ~ 550 g.mol-1 (MeO-PEG550) potassium thioacetate 98%, and a,a´-Azoisobutyronitrile
≥ 98% (AIBN) were purchased from Sigma Aldrich. p-toluenesulfonyl chloride 99+%
(TsCl) and 4-dimethylaminopyridine 99% (DMAP) were purchased from Acros Orga-
nics. 2-perfluorooctyl-1-ethanethiol (Foralkyl® EM8) was supplied from Elf-Atochem.
Hydrochloric acid 37% and pyridine synthesis grade were obtained from Carlo Erba.
CH2Cl2 was obtained from Carlo Erba and was distilled over CaH2 before use. THF and
toluene were obtained from Carlo Erba and were distilled over sodium/benzophenone
before use. All other materials were used without further purification. PHOU was obtai-
ned from EMPA, Swiss Fed Labs Mat Testing & Res, Lab Biomat, CH-9014 St Gallen,
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Switzerland, synthesized following a previously reported procedure.[31] Its molar com-
position was determined by 1H NMR in CDCl3 by comparing the integration of the
ethylenic proton g to the main chain protons b, b’ (Figure 6.1). PHOU31% : 31% of 3-
hydroxyundecenoate units and 69% of 3-hydroxyoctanoate units. It has to be noted that
PHOU is mainly composed of 3-hydroxyoctanoate and 3-hydroxy-10-undecenoate units ;
however, it possess a wider chain length distribution (3-hydroxyhexanoate ; 3-hydroxy-
6-heptenoate ; 3-hydroxy-8-nonenoate), as a consequence of biosynthesis. Its apparent
molar mass was determined by SEC (THF, polystyrene standards) : Mn (app) = 96000
g.mol-1, PDI = 1.8.
The experimental procedure for the synthesis of thiolated PEG is given in the Sup-
porting information.
6.3.2 Synthesis of PHOU oligomers
PHOU31% (300 mg) was dissolved in 12 mL of CH2Cl2. 12 mL of anhydrous MeOH
were introduced to the solution and 0.9 mL of H2SO4 was added. The solution was
then stirred at 100°C (the vessel was hermetically closed) for 10 minutes to obtain the
desired molar mass. After cooling in an ice bath, 8 mL of distilled water were added ;
after decantation, the organic layer was washed again with distilled water, dried over
MgSO4 and filtered. The solvent was evaporated and the resulting product was dried
under vacuum at 40°C to afford 281 mg of PHOU oligomers (yield 93%). See Figure 6.1
for complete 1H NMR attribution and Table 6.1 for molar mass determination.
6.3.3 Typical synthesis of PHOU-g-F
PHOU31% oligomers (281 mg, 1.82 mmol, 0.565 mmol of double bonds), 2-perfluorooctyl-
1-ethanethiol (217 mg, 0.452 mmol) and AIBN (46 mg, 0.282 mmol) were dissolved in
6 mL of anhydrous toluene under argon, and the solution was heated at 80°C for 20h.
Toluene was rotary evaporated and the polymer was dried under high vacuum for 24h.
m = 480 mg (yield 98%). 1H NMR was conducted to determine the amount of grafted
2-perfluorooctyl-1-ethanethiol. On the 31% of available double bonds, 20% have been
grafted with 2-perfluorooctyl-1-ethanethiol, meaning that 11% are free for subsequent
PEG grafting. The effect of 2-perfluorooctyl-1-ethanethiol molar ratio on the grafting
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conversion is shown in Table 6.2 (ESI). See Table 6.1 for molar mass determination.
6.3.4 Typical synthesis of PHOU-g-(F ; PEG)
PHOU-g-F (485 mg, 0.196 mmol of double bonds), PEG550-SH (556 mg, 0.98 mmol)
and AIBN (16 mg, 0.1 mmol) were dissolved in 10 mL of anhydrous toluene under argon,
and the solution was heated at 80°C for 20h. Toluene was rotary evaporated and the
crude was dissolved in 30 mL of acetone. The solution was poured in 30 mL of water, and
the resulting colloidal suspension was then transferred into a dialysis tube (SpectraPor,
molecular weight cut off, 6-8000 Da) and dialyzed against water for 3 days. Water was
removed under reduced pressure and the resulting product dried under vacuum (434 mg,
yield 78%). See Figure 6.1 for complete 1H NMR attribution and Table 6.1 for molar
mass determination.
Figure 6.1: 1H NMR spectra of PHOU0.69-g-(F0.20 ; PEG0.11) copolymer.
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6.3.5 Sample Preparation
Self-assembled micelles were prepared using the nanoprecipitation method. 20 mg of
the copolymer were dissolved in 2 mL of acetone and precipitated dropwise in 4 mL of
water. Acetone was removed from the dispersion by extensive dialysis against water for
48h.
6.3.5.1 Dynamic Light Scattering (DLS)
Samples for DLS experiments were adjusted at the concentration of 1 g.L-1 and passed
through a 0.45 µm filter prior to measurement.
6.3.5.2 Critical Micelle Concentration (CMC)
Samples for CMC determination were prepared in a two-steps procedure : first, 10 µL
of a stock solution of pyrene (1.4 ×10-4 M) in dichloromethane was deposited on the
bottom of a flask and left to evaporate, and then 2 mL of the micellar solution with the
appropriate concentration was added to the flask and shaken for two days before the
measurements (the final concentration of pyrene in the sample was 7 ×10-7 M).
6.3.5.3 Cryo-Transmission Electron Microscopy (cryo-TEM)
The morphology and size of the polymer MCMs were determined from cryo-TEM
images. A drop of MCMs dispersion (0.1 wt% solid content) was deposited on "quanti-
foil"® (Quantifoil Micro Tools GmbH, Germany) carbon membrane. The excess of liquid
on the membrane was blotted out with a filter paper and, before evaporation, the mem-
brane was quench-frozen in liquid ethane to form a thin vitreous ice film in which NPs
were captive. Once mounted in a Gatan 626 cryo-holder cooled with liquid nitrogen, the
samples were transferred in the microscope and observed at low temperature (-180 °C).
6.3.6 Cell culture
Embryonic murine fibroblast (NIH/3T3) were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM, Lonza, Belgium) supplemented with 50 U.mL-1 penicillin, 50 U.mL-1
streptomycin and 10 % fetal bovin serum (FBS, Lonza, Belgium). The J774.A1 murine
187
Chapitre 6 Article 5
macrophage–monocyte cell line was cultured in RPMI 1640 medium (Lonza, Belgium)
supplemented with 50 U.mL-1 penicillin, 50 U.mL-1 streptomycin and 10 % heat inacti-
vated FBS. All cell lines were obtained from ATCC and were maintained at 37 °C and
5 % CO2 in humidified atmosphere.
6.3.7 Cell viability assay
The in vitro cytotoxicity of micelles was evaluated on the three cells line by MTT
[3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide] viability test. This assay
depends on the cellular reductive capacity to metabolize the MTT to a highly colored
formazan product. Cells were seeded in 100 µL of growth medium (4 × 104 cells.mL-1) in
96-well microtiter plates (TPP, Switzerland) and pre-incubated for 24 h to recover. The
cells were then exposed to a series of MCMs solutions of different concentrations (5–60
µg.mL-1) for 48h (NIH/3T3) or 72 h (J774.A1). Initial cell density and incubation time
have been chosen to allow cells to remain in exponential growth and to undergo two cell-
doubling times throughout the assay. After the incubation period, 20 µL of a 5 mg.mL-1
MTT (Sigma Aldrich, Germany) solution in phosphate buffered saline was added to
each well. 2 h incubation later, the culture medium was gently aspirated and replaced
by 200 µL dymethylsulfoxide (ACS grade, BioBasic Inc, France) in order to dissolve
the formazan crystals. The absorbance of the solubilized dye, which correlates with the
number of living cells, was measured spectrophotometrically with a microplate reader
(LAB Systems Original Multiscan MS, Finland) at 570 nm. The percentage of viable
cells in each well was calculated as the absorbance ratio between treated and untreated
control cells. Each experiment was repeated 8 times from 3 independent incubation
preparations.
6.3.8 Instrumentation
1H NMR spectra were recorded in CDCl3 using a Bruker 400 MHz NMR spectrometer.
Size exclusion chromatography (SEC) experiments were performed in THF (1 mL.min-1)
at room temperature using a Shimadzu LC10 AD pump, and two PLgel Polymer La-
boratories columns (5 mm Mixte-C). A Wyatt Technology Optilab Rex interferometric
refractometer was used as detector. The molar masses were calibrated with polystyrene
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standards. DLS experiments were made using a Malvern Instruments Zetasizer Nano ZS
operating with a He-Ne laser source at the wavelength of 633 nm. All measurements were
performed at 25°C and at an angle of 173°. The autocorrelation functions were analy-
zed using the cumulant method to obtain mean diameter and distribution. The pyrene
fluorescence was recorded at 23 °C with a SLM Aminco 8100 by excitation at 335 nm
with slits fixed at 16 and 0.5 nm, respectively, at the exitation and emission. Cryo-TEM
images were recorded on ultrascan 2k ccd camera (Gatan, USA), using a LaB6 JEOL
2100 (JEOL, Japan) cryo microscope operating at 200kV with a JEOL low dose system
(Minimum Dose System, MDS) to protect the thin ice film from any irradiation before
imaging and reduce the irradiation during the image capture .
6.4 Results and Discussion
The synthetic route to PHOU-g-(F ; PEG) is given in Figure 6.2. After the preparation
of PHOU oligomers by acid-catalyzed methanolysis,[37] 2-perfluorooctyl-1-ethanethiol
was first grafted on PHOU. The molar ratio of 2-perfluorooctyl-1-ethanethiol was adjus-
ted so as to functionalize only a part of the available double bonds (Table 6.2, ESI). In
a second step, thiol-appended poly(ethylene glycol) monomethyl ether oligomers were
grafted on the remaining double bonds to afford PHOU-g-(F ; PEG). Two copolymers
were synthesized, PHOU0.69-g-(F0.24 ; PEG0.07) and PHOU0.69-g-(F0.20 ; PEG0.11), where
the numbers in subscript represent the copolymer composition. The success of the reac-
tion was demonstrated by 1H NMR that showed the disappearance of the ethylenic
signals (d = 4.92-5.01 and 5.74-5.81 ppm) along with the appearance of methylene pro-
tons in the a-position to the sulfur atoms (d = 2.67-2.74 ppm), methylene protons in
the a-position to the CF2 group (d = 2.34-2.39 ppm) and methylene protons of the
oxyethylene repeating units (d =3.53-3.65 ppm) (Figure 6.1).
Size exclusion chromatography (SEC) was also used to monitor the variation of the
copolymer apparent molar mass after each step (Figure 6.5, ESI). It increased each time
after the addition of 2-perfluorooctyl-1-ethanethiol and thiolated PEG onto the PHOU
backbone, attesting for the success of the grafting (Table 6.1).
MCMs were prepared by the nanoprecipitation technique.[38] Copolymers were dissol-
ved in acetone, a common solvent for each block, and added dropwise to deionized (DI)
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Figure 6.2: Synthesis of PHOU-g-(F ;PEG) copolymers.
PHOU PHOU-g-F PHOU-g-(F ; PEG)
Mn
a Mn
b PDIb Mnb PDIb Mnb PDIb
PHOU0.69-g-F0.24 ; PEG0.07) 7500 n.d.c n.d. 12000 1.8 15200 2.1
PHOU0.69-g-F0.20 ; PEG0.11) 8100 7300 2 10800 1.9 12000 2.0
a Determined by 1H NMR. b Determined by SEC in THF (polystyrene standards). c Not
determined.
Table 6.1: Molecular characteristics of modified poly(3-hydroxyoctanoate-co-hydroxy-
undecenoates)s (PHOUs).
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water under moderate stirring, inducing the self-assembly process. The organic solvent
was removed by extensive dialysis against DI water and the as-prepared micelles were
observed by cryogenic transmission electron microscopy (cryo-TEM) (Figure 6.3).
Figure 6.3: Cryo-TEM picture along with DLS particle size distribution for PHOU0.69-
g-(F0.24 ; PEG0.07) (A,B) and for PHOU0.69-g-(F0.20 ; PEG0.11) (C,D).
It can be seen that both copolymers, PHOU0.69-g-(F0.24 ; PEG0.07) (A) and PHOU0.69-
g-(F0.20 ; PEG0.11) (C), clearly self-assembled into spherical polymeric micelles, with a
core displaying light gray regions as well as darker domains. These can be attributed to
fluorinated domains, as electron-rich fluorine atoms are known to give strong signal in
cryo-TEM[12] (larger pictures are given in Figures 6.6 and 6.7, ESI). The self-assembly
of the micelles might be driven by the hydrophobic interactions between pentyl chains of
PHOU, while fluorinated chains would form discrete subdomains due to the strong in-
compatibility between hydrocarbon and fluorocarbon chains. These appear both as small
patches of 4.5 ± 1.4 nm as well as more continuous regions in an orange peel-like micellar
core. The distribution of fluorinated domains in the micellar core appears rather homo-
geneous and might be explained by the statistical nature of PHOU copolymer. Indeed,
fluorinated chains are randomly distributed along the PHOU backbone, approximately
every 4-5 monomer unit, thus providing uniform distribution of fluorinated domains.
Changing the relative fraction of PEG and fluorine from 7% and 24% to 11% and 20%,
respectively, results in an apparent decrease of the size of the micelles, without changing
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the overall morphology. In the literature, triphilic polysoaps with similar architecture
have given some indications for local micro-phase separation into hydro- and fluoro-
carbon nano-domains but no definite proofs.[4, 9, 10] In these examples, the alkyl and
fluoroalkyl chains are directly grafted to the backbone, while in PHOU copolymers the
fluorocarbon chains are added to the end of the hydrocarbon side chains. Consequently,
the local segregation of the hydro- and fluorocarbon chains could be facilitated. While
cryo-TEM allows the direct visualization of individual micelles, dynamic light scattering
(DLS) was used to enable the measurement of average hydrodynamic radius as well
as particle size distribution (PSD) of obtained MCMs. The results show that uniform
structures are obtained for both copolymers. PHOU0.69-g-(F0.24 ; PEG0.07) MCMs ex-
hibit an average diameter of 79 nm with a PSD of 0.10, whereas PHOU0.69-g-(F0.20 ;
PEG0.11) MCMs yield an average diameter of 18 nm and a PSD of 0.11. The stability
of the MCMs upon dilution, i.e. their critical micelle concentration (CMC), has been
investigated by means of fluorescence spectroscopy using pyrene as fluorescent probe.[39]
Monitoring the band ratio I1/I3 at different concentrations, the CMC was determined
as the flexion point of the sigmoidal curve (Figure 6.8). Very low CMCs of 0.49 and
0.85 mg.L-1 were determined for PHOU0.69-g-(F0.20 ; PEG0.11) and PHOU0.69-g-(F0.24 ;
PEG0.07), respectively. This result demonstrates the potential of PHA-based MCMs as
drug delivery carriers where high dilution is reached.
Finally, in order to assess the biocompatibility of PHOU-g-(F ; PEG) MCMs, any
cytotoxicity was investigated on the basis of viability assays on two different cell lines :
mouse fibroblast cells (NIH/3T3) and murine macrophage cells (J774.A1) (Figure 6.4).
No significant toxicity was obtained in NIH/3T3 cells and viability values of 84.5 ±
3.5 % and 77.5 ± 4.8% were measured after exposure at the highest concentration of
PHOU0.69-g-(F0.24 ; PEG0.07) and PHOU0.69-g- (F0.20 ; PEG0.11) micelles, respectively. Si-
milar results were obtained when J774.A1 cells were incubated with PHOU0.69-g- (F0.20 ;
PEG0.11) micelles. Exposure to PHOU0.69-g-(F0.24 ; PEG0.07) micelles led to significant
cytotoxicity and the IC50 value was reached at 60 µg.mL-1. This result might be ascri-
bed to the strong ability of macrophages to uptake extracellular materials,[40] whose
intracellular accumulation might cause alteration of cell metabolism and cell death. The
lowest cytotoxicity was observed with smaller micelles. Although they are internalised
with a greater extent compared to larger ones,[41] their uptake led to a lowest intracel-
lular content of copolymer, which is dependent on particle radius.[42] Moreover, small
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Figure 6.4: Cell viability (MTT assay) after incubation of NIH/3T3 and J774.A1 cells
with PHOU0.69-g-(F0.24 ; PEG0.07) (a) and for PHOU0.69-g-(F0.20 ; PEG0.11)
(b) as a function of the MCMs concentration.
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micelles are probably internalized via a different pathway and thus might have a dif-
ferent intracellular fate. Noteworthy, cell viabilities are comparable to those obtained
with poly(alkyl cyanoacrylate) nanoparticles that have demonstrated great potential in
the field of drug delivery.[43]
6.4.1 Conclusion
In summary, a versatile and straightforward method using thiol-ene addition for the
preparation of well-defined PHOU-g-(F ; PEG) copolymers has been presented. This
methodology, based on a « click » type reaction, allowed to precisely tune the number of
PEG or fluorinated chains grafted onto the backbone of PHA oligomers. The as-obtained
copolymers were proved to self-assemble into MCMs upon nanoprecipitation in aqueous
media. Moreover, their in vitro cytocompatibility has been demonstrated, making them
potential promising systems for advanced drug delivery applications.
6.5 Electronic supplementary information
6.5.1 Synthesis of PEG-SH
Thiolated PEG was synthesized using a modified procedure.[44]
6.5.1.1 Tosylation of PEG550
MeO-PEG550 (30 g, 54.5 mmol) and DMAP (333 mg, 2.7 mmol) were dissolved in 160
mL of CH2Cl2/ Pyridine (1 :1) solution at 0°C under argon atmosphere. p-toluenesulfonyl
chloride (18.7 g, 98.1 mmol) dissolved in 50 mL of CH2Cl2 was added dropwise and the
solution was stirred overnight (from 0°C to RT). 200 mL of cold water were added and the
aqueous phase was extracted three times with 150 mL of CH2Cl2. The combined organic
phases were successively washed with 3x 250 mL HCl 1M solution and 3x 250 mL of
saturated NaCl solution. After drying over MgSO4, the organic phase was concentrated
under reduced pressure and the resulting product (PEG550-OTs) dried under vacuum
(m = 36.4 g, yield 95%). 1H NMR (CDCl3) d 7.76 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.30 (d, J = 8
Hz, 2H), 4.12 (m, 2H), 3.49-3.66 (m, 41H), 3.34 (s, 3H), 2.41 (s, 3H).
194
6.5 Electronic supplementary information
6.5.1.2 Synthesis of PEG550-thioacetate
PEG550-OTs (36 g, 51 mmol) was dissolved in 200 mL of THF under Ar. Potassium
thioacetate (11.66 g, 102 mmol) was added and the solution was refluxed for 20h. A
white fluffy precipitate formed. The solution was cooled to room temperature and 400
mL of water were added. The flask contents were extracted with 3x 150 mL CH2Cl2 and
the brown colored organic extract was washed with 3x 200 mL of water, treated with
activated charcoal, filtered and rotary evaporated to afford 23.3 g (38.3 mmol) of light
yellow oil (yield 75%). 1H NMR (CDCl3) d 3.49-3.62 (m, 43H), 3.34 (s, 3H), 3.05 (t, J
= 6.5 Hz, 2H), 2.29 (s, 3H).
6.5.1.3 Synthesis of PEG550-SH
PEG550-thioacetate (23 g, 37.7 mmol) was dissolved in 200 mL of anhydrous MeOH
under argon. 15 mL of HCl 37% were added and the solution was refluxed for 2h.
200 mL of water were added and the solution was extracted with 3x 150 mL CH2Cl2.
The combined organic phases were washed with 3x 200 mL of water, 3x 250 mL of
saturated NaCl solution, dried over MgSO4 and filtered. The resulting solution was
rotary evaporated to give 17.52 g (30.9 mmol) of colorless oil, thiolated PEG (yield
82%). 1H NMR (CDCl3) d 3.50-3.63 (m, 43H), 3.34 (s, 3H), 2.66 (dt, J = 8.2, 6.4 Hz,
2H), 1.56 (t, J = 8.2 Hz, 1H).
2-perfluorooctyl-1-ethanethiolb
0.8 eq. 1eq.
PHOU functionalizationa 20% 24%
a Amount of reacted double bonds (initial amount : 31%) determined by 1H NMR ; b
Molar ratio of 2-perfluorooctyl-1-ethanethiol relative to double bonds of PHOU.
Table 6.2: Effect of 2-perfluorooctyl-1-ethanethiol molar ratio on PHOU
functionalization.
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Figure 6.5: Evolution of the molar mass of PHOU oligomer (a) after the grafting of 2-
perfluorooctyl-1-ethanethiol (b) and thiolated poly(ethylene glycol) (c) for
PHOU0.69-g-(F0.20 ; PEG0.11) copolymer.
Figure 6.6: Cryo-TEM picture of PHOU0.69-g-(F0.20 ; PEG0.11).
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Figure 6.7: Cryo-TEM picture of PHOU0.69-g-(F0.24 ; PEG0.07).
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Figure 6.8: Determination of the CMC of PHOU0.69-g-(F0.20 ; 0.11) (a) and PHOU0.69-
g-(F0.24 ; 0.07) (b) by plotting the intensity ratio I1/I3 of pyrene probe at
different concentrations.
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Conclusion générale
Alors que l’industrialisation des PHAs ne connaissait pas l’essor espéré depuis lespremières productions dans les années 70, l’expansion des biotechnologies dansles années 2000 a permis un second départ. Un nombre croissant d’industries se
sont lancées dans leur fabrication, à l’image des sociétés Metabolix, Biomer ou Danimer
scientific llc, cette dernière assurant une production de plus de 13000 tonnes de PHA-scl
en 2012, et visant une production de 100000 tonnes à l’horizon 2016 1. L’utilisation de
nouvelles bactéries sauvages ou de bactéries recombinantes annonce une amélioration
des rendements et des coûts de production, rendant donc l’exploitation de ces polymères
économiquement viable. En outre, l’emploi de substrats tels que la mélasse de betterave 2
ou l’utilisation des eaux usées 3 pour la croissance des bactéries offre de formidables pers-
pectives ; en effet, outre la préparation de ces bioplastiques entièrement biodégradables,
cela permettrait également d’apporter une solution au retraitement de certains déchets
inutiles ou polluants issus de l’activité humaine. Cependant, les coûts de production ac-
tuels restent toujours plus élevés que ceux des plastiques issus de la pétrochimie, et leur
utilisation concerne en priorité des applications à haute valeur ajoutée telles que les ap-
plications biomédicales. Leurs propriétés de biodégradabilité et de biocompatibilité leur
confère un réel potentiel dans ce domaine, spécialement pour l’élaboration de vecteurs
de principes actifs. Les PHA-scl ont à ce titre été largement étudiés, mais certaines de
leurs propriétés physiques telle que leur grande cristallinité limitent leur utilisation.
L’essentiel de notre travail est fondé sur l’étude de PHA-mcl, qui offrent des particu-
larités intéressantes comparativement aux PHA-scl telles qu’une faible cristallinité, une
1. http ://www.plasticsnews.com/headlines2.html ?id=25654
2. http ://www.dw.de/dw/article/0„15438369,00.html
3. http ://bioplastic-innovation.com/2011/07/29/micromidas-is-using-carefully-constructed-popula-
tions-of-bacteria-to-convert-organic-waste-into-bio-degradable-plastics/#more-3767
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température de fusion plus faible et surtout par le fait qu’il est possible de façonner
des polymères sur mesure, en jouant sur le couple bactérie-substrat. En effet, les PHA-
mcl insaturés (PHOU) possèdent des doubles liaisons sur leurs chaînes latérales, ce qui
permet ensuite aux chimistes de réaliser de nombreuses réactions chimiques permettant
l’élaboration de copolymères greffés originaux. Tirant parti de cette diversité chimique,
nous nous sommes intéressés à la synthèse de copolymères amphiphiles de différentes
architectures (copolymères à blocs, copolymères greffés) et à l’étude de leurs propriétés
d’auto-association en milieu aqueux.
Dans un premier temps, la chimie « click », et plus particulièrement la cycloaddition
de Huisgen calalysée par le cuivre I (CuAAC), a été utilisée pour synthétiser des co-
polymères amphiphiles greffés à base de PHA-mcl et de PEG. En effet, les méthodes
existantes telles que l’estérification directe entre les oligomères n’offraient que de faibles
taux de conversion ou limitaient le greffage à des oligomères de faibles masses molaires
(< 2000 g.mol-1). Dans notre étude, des chaînes de PEG de 5000 g.mol-1 ont été gref-
fées avec succès sur des oligomères de PHA-mcl « clickables », c’est-à-dire porteurs de
triples liaisons, permettant ainsi d’établir une méthodologie simple et efficace pour la
synthèse de copolymères amphiphiles à partir d’oligomères préformés de masses molaires
relativement élevées. Il est cependant à noter que l’étape d’estérification par l’alcool pro-
pargylique ne dépasse pas 71% de conversion, et constitue donc l’étape limitante de cette
stratégie.
La CuAAC a par la suite été utilisée pour synthétiser une gamme de copolymères
diblocs amphiphiles possédant un segment hydrophobe de PHA de 3800 à 15000 g.mol-1
et un PEG de 5000 g.mol-1 comme partenaire hydrophile. Des copolymères amphiphiles
diblocs bien définis comportant une fraction massique de PHA comprise entre 19 et 62%
ont ainsi été synthétisés. Comparativement aux méthodes précédemment utilisées telles
que l’estérification ou la transestérification, cette étude a montré l’efficacité de la CuAAC
pour la synthèse de copolymères diblocs quels que soient la nature et/ou la masse des
oligomères de PHAs utilisés, garantissant l’obtention de rendements relativement élevés
et de produits bien définis. Enfin, des oligomères de PEG de 550 g.mol-1 ont été greffés
sur du PHOU afin d’obtenir des PHAs greffés possédant un ratio hydrophobe/hydrophile
permettant la formation de nano-objets. Pour simplifier et optimiser la préparation de
ces PHAs greffés, nous avons utilisé l’addition thiol-ène, particulièrement bien adaptée au
greffage d’oligomères de masses molaires relativement faibles, et permettant d’utiliser le
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PHOU sans autre modification chimique. Les résultats ont en effet démontré un greffage
quantitatif, permettant l’obtention de copolymères parfaitement définis.
L’auto-association en milieu aqueux d’une série de copolymères diblocs possédant une
fraction massique de 19 à 62% de PHA-mcl a été étudiée. Des structures micellaires mo-
nodisperses de 44 à 90 nm ont été mises en évidence par cryo-TEM, la taille des micelles
augmentant avec la fraction massique de PHA. Des concentrations micellaires critiques
extrêmement basses (0,85 à 5,5 mg.L-1) ont été mesurées, reflétant une grande stabilité
à la dilution ; il est à noter que ces valeurs sont significativement plus faibles que celles
de copolymères amphiphiles à base de PHA-scl (13 à 1100 mg.L-1). L’auto-association
en milieu aqueux des copolymères greffés a également été examinée. Contrairement aux
copolymères diblocs, nous avons mis en évidence que les copolymères greffés possédant
une fraction massique de PHA de 66 % s’auto-associaient en structures vésiculaires, ou
polymersomes, d’environ 65 nm de diamètre ; ils possèdent par ailleurs une concentra-
tion d’agrégation critique extrêmement basse de 0,4 mg.L-1. Grâce à leur membrane
hydrophobe et leur cavité aqueuse, ces structures sont très prometteuses pour l’élabora-
tion de nouveaux vecteurs permettant d’encapsuler des principes actifs hydrophobes et
hydrophiles.
Finalement, nous nous sommes intéressés à l’élaboration de micelles multicomparti-
mentées, c’est-à-dire possédant un coeur présentant une séparation de phase entre deux
domaines hydrophobes incompatibles. Nous avons pour cela synthétisé un copolymère
de PHOU greffé par addition thiol-ène séquentielle de 2-perfluorooctyl-1-éthanethiol,
hydrophobe et lipophobe, puis de PEG. Après auto-assemblage en milieu aqueux, les
analyses physico-chimiques ont révélé la formation de micelles multicompartimentées de
18 à 79 nm de diamètre. De plus, des tests de viabilité cellulaire sur des fibroblastes de
souris ont démontré leur faible cytotoxicité, les rendant particulièrement intéressantes
pour des applications biomédicales avancées. En effet, ces micelles multicompartimen-
tées pourraient permettre l’encapsulation de principes actifs incompatibles ; mais elles
pourraient également être utilisées comme agents « théranostic » (association d’un test
diagnostique et d’une thérapie) grâce à la visibilité du fluor en imagerie par résonance
magnétique (IRM).
Ce travail de thèse a permis d’élaborer de nouvelles structures à base de PHAs mais
soulève également quelques interrogations. Il est tout d’abord nécessaire de mieux com-
prendre les mécanismes impliqués dans l’auto-association de ces copolymères en milieu
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aqueux. Pour cela, il serait intéressant de synthétiser des structures intermédiaires, par
exemple en faisant varier le taux de greffage et la longueur des greffons PEG dans le cas
des copolymères greffés, afin d’observer les morphologies obtenues après auto-association.
Par ailleurs, des études physico-chimiques plus poussées par diffusion de neutrons aux
petits angles ou par diffusion de rayons X aux petits angles permettraient de caracté-
riser plus finement la structure des nano-objets. Enfin, des études d’encapsulation et la
libération de principes actifs sont à réaliser pour évaluer le réel potentiel de ces systèmes
comme agents de vectorisation.
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Résumé
Les poly(3-hydroxyalcanoate)s (PHAs) sont des polyesters aliphatiques produits et accumulés par des bactéries
en tant que réserve de carbone et d’énergie. Ils sont constitués d’unités β-hydroxyesters et possèdent des chaînes
latérales de longueur variable, pouvant être fonctionnalisées. Ils possèdent des propriétés de biodégradabilité et
de biocompatibilité ; ceci leur confère de vastes possibilités d’utilisation dans le domaine biomédical, notamment
pour la mise au point de systèmes de libération contrôlée de principes actifs. Dans cette optique, nous nous
sommes intéressés à la synthèse de copolymères amphiphiles de différentes architectures à base de PHAs, ainsi
qu’à l’étude de leur propriétés d’auto-association en milieu aqueux. Une méthode simple et efficace permettant
le greffage d’oligomères de poly(éthylène glycol) (PEG) a tout d’abord été mise au point grâce à l’utilisation
de la chimie « click ». Une série de copolymères diblocs bien définis PHA-b-PEG a ainsi pu être synthétisée par
cycloaddition de Huisgen catalysée par le cuivre (CuAAC). Les copolymères diblocs à base de PHAs à moyennes
chaînes latérales (PHA-mcl) ont montré leur capacité à s’auto-associer en milieu aqueux et à former des mi-
celles monodisperses présentant une concentration micellaire critique très faible. Par la suite, des copolymères
greffés PHOU-g-PEG ont été synthétisés par addition thiol-ène. Les analyses par cryo-microscopie électronique
à transmission (cryo-MET) ont montré que les copolymères s’auto-associaient dans ce cas en structures vésicu-
laires, ou polymersomes. Enfin, la synthèse de copolymères amphiphiles greffés porteurs de chaînes perfluorées
PHOU-g-(F ;PEG) a permis l’obtention de structures auto-associées plus complexes. La cryo-MET a en effet
révélé la formation de micelles multicompartimentées, c’est à dire possédant un coeur présentant une séparation
de phase entre les domaines hydrophobes et les domaines fluorés. Des tests biologiques préliminaires ont montré
la cytocompatibilité de ces micelles.
Mots clés : Poly(3-hydroxyalcanoate)s, copolymères amphiphiles, copolymères à blocs, copolymères greffés,
chimie « click », micelles, polymersomes, micelles multicompartimentées.
Abstract
Poly(3-hydroxyalkanoate)s are natural aliphatic polyesters produced and accumulated by many bacteria as car-
bon and energy supply. They consist of β-hydroxy ester units, with pendant side chains of different lengths
that can be functionalized. Thanks to their biodegradability and biocompatibility, they are promising candi-
dates for biomedical applications, especially for controlled drug delivery systems. In this context, we aimed to
synthesize PHA-based amphiphilic copolymers with different molecular architectures, and to study their self-
assembly in aqueous medium. First, a simple and straightforward method using click chemistry has been used
to graft poly(ethylene glycol) (PEG) oligomers onto PHA backbone. A series of well-defined diblock copolymers
PHA-b-PEG has thus been synthesized using copper-catalyzed azide-alkyne cycloaddition (CuAAC). Medium
chain length PHA-based diblock copolymers have shown their ability to self-assemble into stable micelles hav-
ing very low critical micelle concentrations. Afterwards, amphiphilic graft copolymers PHOU-g-PEG have been
synthesized using thiol-ene addition. In this case, cryo-transmission electron microscopy (cryo-TEM) analy-
sis revealed that graft copolymers self-assembled into vesicular morphologies, i.e. polymersomes. Finally, the
synthesis of amphiphilic graft copolymers bearing perfluorinated chains PHOU-g-(F;PEG) was achieved. After
aqueous self-assembly, cryo-TEM showed the formation of multicompartment micelles, i.e. with a core displaying
segregated hydrophobic and fluorophilic domains. Moreover, these multicompartment micelles have shown their
cytocompatibility.
Keywords: Poly(3-hydroxyalkanoate)s, amphiphilic copolymers, block copolymers, graft copolymers, click
chemistry, micelles, polymersomes, multicompartment micelles.
